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EINLEITUNG 







Der Begriff „Leukozyt“ stammt von dem griechischen Wort leukós für „weiß“ ab und 
bezeichnet alle weißen Blutzellen als Abgrenzung von den Hämoglobin-haltigen, roten 
Blutzellen. Zu den Leukozyten gehören alle Knochenmark-entstammenden Zellen der 
myeloiden oder lymphoiden Reihe, im einzelnen zählen Granulozyten, Monozyten, 
Makrophagen, dendritische Zellen und Lymphozyten dazu. T-Zellen bilden neben B-Zellen 
und natürlichen Killerzellen eine Untergruppe der Lymphozyten und zählen zur adaptiven 
Immunantwort. Alle Lymphozyten werden aus lymphoiden Vorläuferzellen im Knochenmark 
gebildet, wobei einzig die T-Zellen zunächst im Thymus ausreifen und schließlich weiter als 
naive T-Zellen in die sekundären Lymphorgane (Milz, Lymphknoten, Schleimhaut-assoziiertes 
lymphatisches Gewebe) wandern sowie in Blut und Lymphflüssigkeit bis zur Exposition mit 
dem entsprechenden Antigen zirkulieren. Die Exposition mit dem entsprechenden Antigen 
erfolgt in den sekundären lymphatischen Organen über Antigen-präsentierende Zellen, in 
diesem Fall den dendritischen Zellen. 
Die Besonderheit von T-Zellen ist, dass jede gebildete T-Zelle eine einzigartige Variation des 
T-Zellrezeptors besitzt, welcher ein bestimmtes Antigen binden kann. Somit kann die 
Gesamtheit der im Körper zirkulierenden T-Zellen auf eine immense Anzahl verschiedener 
Antigene reagieren. Diese Variationsbreite wird durch die V(D)J-Rekombination, bei welcher 
verschiedene Gen-Segmente in unterschiedlichster Reihenfolge zusammengelagert werden, 
erreicht. Der T-Zellrezeptor ist strukturell den Immunglobulinen oder Antikörpern ähnlich und 
besteht aus einem Proteinkomplex, der die Zellmembran durchspannt. Neben einem 
Heterodimer aus α- und β-Kette, vervollständigen verschiedene Ko-Rezeptoren den T-
Zellrezeptorkomplex. Darunter befinden sich der CD3-Komplex aus CD3γ, CD3δ und CD3ε, 
eine ζ-Kette, sowie der CD4- oder CD8 Ko-Rezeptor. Der T-Zellrezeptor bindet allerdings nicht 
direkt an das Antigen, sondern erst nachdem es von der Antigen präsentierenden Zelle 
prozessiert und gespalten wurde. Diese Peptide werden dann im Komplex mit MHC-
Molekülen an der Zelloberfläche präsentiert und von dem T-Zellrezeptor-Heterodimer der 
Zelle erkannt. MHC-Moleküle werden von einer Gruppe von Genen, dem 
Haupthistokompatibilitätskomplex, kodiert. Es wird zwischen zwei Klassen von MHC-
Molekülen unterschieden, wobei MHC-Klasse-I an CD8 exprimierende zytotoxische T-Zellen 
bindet, MHC-Klasse-II hingegen an CD4 positive T-Helferzellen.  
Zusätzlich zur Aktivierung des T-Zellrezeptors mit dem Antigen ist ein zweites Signal zur T-
Zellaktivierung notwendig. Dieses kann über aktivierte dendritische Zellen, Makrophagen 
oder B-Zellen vermittelt werden. Ein solches ko-stimulierendes Molekül muss an einen ko-
stimulierenden Rezeptor auf der T-Zelloberfläche binden, wovon CD28 bisher am besten 
untersucht wurde. CD28 wird von naiven T-Zellen exprimiert und kann von den Liganden 
CD80 und CD86 gebunden werden. Um unnötige Immunreaktionen zu verhindern, muss 
sowohl das Antigen als auch das ko-stimulierende Signal von einer einzigen Antigen-
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präsentierenden Zelle stammen. Zur weiteren Kontrolle erfolgt die Expression der ko-
stimulierenden Moleküle erst nach Infektion. 
Infolge der Bindung des Antigens an den passenden T-Zellrezeptor kommt es zur 
Phosphorylierung der im Komplex vorhandenen ITAM-Motive (immunoreceptor tyrosine-
based activation motivs) durch Tyrosinkinasen der Src-Familie, wodurch eine weitere 
Tyrosinkinase, bekannt als ZAP-70, rekrutiert wird. Diese Kinase phosphoryliert das 
Gerüstprotein LAT (linker of activated T cells), sowie das Adapterprotein SLP-76, welche 
ihrerseits wiederum weitere Proteine zum Komplex rekrutieren und aktivieren. Darunter 
befindet sich die Phospholipase C-γ, die Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) 
generiert und somit die intrazelluläre Calcium-Konzentration erhöht als auch Proteinkinase C-
θ und das G-Protein Ras innerhalb der weiteren Signalkaskade aktiviert. Zusammen mit dem 
Signal des ko-stimulierenden Rezeptors CD28 erfolgt im weiteren Verlauf die Aktivierung der 
Transkriptionsfaktoren AP-1 (activator protein 1), NFAT (nuclear factor of activated T cells) 
und NFκB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), welche schließlich 
zur Transkription des Wachstumsfaktors Interleukin-2 (IL-2) führen. Die Expression dieses 
Zytokins ist entscheidend für die folgende Proliferation und Differenzierung der naiven T-
Zelle. 
Sobald eine T-Zelle aktiviert wird, beginnt sie stark zu proliferieren und eine Vielzahl 
identischer Klone zu bilden, sowie in Effektor-T-Zellen verschiedener Art zu differenzieren, 
wodurch verschiedene Funktionen ausgeführt werden können. Naive CD8+ T-Zellen werden 
zu zytotoxischen T-Zellen und sind in der Lage, infizierte Zellen zur Apoptose anzuregen. 
Dabei werden besonders Viren und einige intrazelluläre Bakterien bekämpft. Im Gegensatz 
dazu besitzen CD4+ Zellen ein breiteres Repertoire an Effektor-Zelltypen. Zum einen können 
sie in T-Helferzellen verschiedener Art differenzieren und weitere Immunzellen aktivieren. 
Zum anderen können sie als Regulatorische T-Zellen die Aktivität anderer Lymphozyten 
unterdrücken, um die Immunantwort in Schach zu halten.  
Die wichtigsten Subtypen von T-Helferzellen sind Th1-, Th2-, Th17-, Th22- und Th9-Zellen. 
Daneben existieren auch verschiedene Subtypen von regulatorischen T-Zellen, worauf hier 
allerdings nicht weiter eingegangen werden soll. Die differentielle Wirkung von T-Helferzellen 
wird durch die Expression unterschiedlicher Zytokine gewährleistet. So produzieren Th1-
Zellen vor allem IL-2, Th2-Zellen hingegen vorwiegend IL-4, IL-5 sowie IL-13, Th17-Zellen 
Zytokine der IL-17-Familie, Th22-Zellen IL-22 und Th9-Zellen besonders IL-9. Um die T-
Zellproliferation zu inhibieren produzieren regulatorische T-Zellen unter anderem IL-10 und 
TGF-β (Raphael et al. 2014).  
Th1-Zellen sind unentbehrlich bei der zellvermittelten Endzündung und bei hypersensitiven 
Reaktionen. Die Aktivierung von Makrophagen und B-Zellen initiiert die Bekämpfung 
intrazellulärer Bakterien. Zu den Faktoren, welche die Differenzierung zu Th1 besonders 
begünstigen, gehören IFNγ/STAT1-, IL-2/STAT5- und IL-12/STAT4-abhängige Signalwege als 
auch starke Signale ausgehend vom T-Zellrezeptor. Th1-Effektorzellen exprimieren zudem 
stets den Transkriptionsfaktor T-bet. Th2-Zellen besitzen eine wichtige Rolle in der 
parasitären Immunabwehr und stimulieren ebenfalls B-Zellen zur Antikörperproduktion, 
jedoch regen sie zusätzlich einen Isotypen-Wechsel hin zur IgE-Synthese an. Da sie zudem 
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eosinophile Granulozyten und Mastzellen aktivieren, ist, im Laufe von allergischen 
Reaktionen, typischerweise eine erhöhte Anzahl von Th2-Zellen vorhanden. Th17-Zellen 
hingegen sind wichtig bei Infektionen mit extrazellulären Bakterien, Pilzen oder anderen 
eukaryotischen Pathogenen und unterstützen die Rekrutierung von Neutrophilen zum Ort der 
Infektion. Zudem sind sie bei der Verstärkung von Entzündungen wesentlich beteiligt. Bei 
Th22-Zellen handelt es sich um eine neu definierte Schwester-Gruppe der Th17-Zellen. Sie 
wurden bisher vorwiegend bei der Pathogenese von autoimmunen Hauterkrankungen 
beschrieben. Der Subtyp Th9 wurde bisher vorwiegend als pathogen beschrieben. Da Th9-
Zellen neben IL-9 auch den anti-entzündlichen Faktor IL-10 produzieren, könnten sie 
allerdings auch immunregulatorische Funktionen besitzen. Insgesamt veranschaulicht allein 
diese Bandbreite an T-Helferzellsubpopulationen und -funktionen die enorme Feinmechanik 
unseres Immunsystems (Raphael et al. 2014). 
Nach Aktivierung der naiven T-Zelle dauert es 4 bis 6 Tage bis die Antigen-spezifischen 
Effektor-T-Zellen das sekundär lymphatische Organ verlassen und über die Blutgefäße zum 
Zielort gelangen. Der Vorgang des Übertritts vom Blutstrom in das umliegende Gewebe wird 
im folgenden Abschnitt näher erläutert. Bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen Antigen 
kann die adaptive Immunantwort beschleunigt ablaufen, da ein immunologisches Gedächtnis 
vorhanden ist. Sowohl B- als auch T-Zellen besitzen die Fähigkeit nach Kontakt mit dem 
Antigen in Gedächtnis-Zellen zu differenzieren und in geringer Anzahl über Jahre hinweg im 
Körper zu verbleiben. Bei Infektion mit einem bereits bekannten Antigen beginnen 
Gedächtnis-Zellen wieder in Effektor-Zellen zu differenzieren. In diesem Zusammenhang sind 
besonders die Zytokine IL-7 und IL-15 von Bedeutung. Diese außergewöhnliche Fähigkeit des 




1.1.2. Extravasation von Leukozyten 
 
In Folge der Entzündungsreaktion, welche durch die angeborene Immunantwort ausgelöst 
wird, migrieren Leukozyten aus dem Blutgefäß und durch das angrenzende Endothel in das 
umliegende Gewebe zum Entzündungsherd. Dieser Prozess wird als Extravasation oder 
Leukodiapedese bezeichnet und ist für die lokale Funktion von Leukozyten unvermeidlich. Die 
einzelnen Schritte beinhalten I) das Rollen der Immunzellen entlang der Gefäßinnenwand, II) 
die ersten Kontakte zu den Endothelzellen, III) eine festere Bindung und langsames Kriechen 
entlang des Endothels und IV) die para- oder transzelluläre Migration (Abbildung 1.1). An 
diesem komplexen Vorgang sind zahlreiche Proteine beteiligt, und trotz jahrelanger 
Untersuchungen sind noch lange nicht alle Details bekannt. Untersuchungen über die 
Extravasation von Leukozyten gibt es für Neutrophile, Monozyten und Lymphozyten, wobei 
der Fokus der meisten Studien auf der Migration von Neutrophilen liegt. 
Zunächst müssen die Leukozyten entgegen der Scherkraft, der Strömung innerhalb der 
Blutgefäße, ihre Geschwindigkeit verlangsamen. Diese Phase des ersten Kontaktes mit der 
Endothelschicht wird als „Rollen“ der Immunzellen bezeichnet. Dabei sind insbesondere 
Wechselwirkungen mit Selektinen wichtig, einer Glykoproteinfamilie aus einzelsträngigen 
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Transmembranmolekülen mit drei verschiedenen Mitgliedern: E („endothel“)-Selektin, P 
(„platelet“)-Selektin und L („leukocyte“)-Selektin (Vestweber und Blanks 1999). E-Selektin 
wird ausschließlich von Endothelzellen exprimiert, vor allem nach Kontakt mit 
Entzündungssignalen, wie IL-1 oder TNF-α. P-Selektin hingegen wird von Thrombozyten, 
Leukozyten und Endothelzellen produziert (Ley 2003). Das von Leukozyten exprimierte L-
Selektin ist besonders wichtig für das „Homing“ in sekundäre Lymphorgane und wird durch 
Protolyse von Proteasen streng reguliert (Ivetic und Ridley 2004; Condon et al. 2001). Alle 
Selektine besitzen eine vergleichbare Struktur und sind Calcium-abhängig. Als 
Adhäsionsproteine bilden sie heterophile Verbindungen mit Zuckerresten anderer Proteine aus 
(Sperandio 2006). Aufgrund der Strömung im Blutgefäß handelt es sich dabei um temporäre, 
sich immer wieder lösende Interaktionen zwischen den beteiligten Rezeptoren, wodurch das 
charakteristische „Rollen“ der Leukozyten entsteht (Lawrence et al. 1997). Der bekannteste 
Ligand, welcher alle Selektine unter entzündlichen Bedingungen bindet, ist PSGL-1 (P-selectin 
glycoprotein ligand 1) und ist besonders für ein erstes Erfassen der Leukozyten im Blutstrom 
wichtig (Sperandio et al. 2003; Xia et al. 2002). Dagegen sind die E-Selektin-Liganden ESL-1 
und CD44 für das langsame Rollen entlang des Endothels verantwortlich (Hidalgo et al. 
2007). 
Durch den Kontakt mit dem Endothel können die Leukozyten weitere Entzündungssignale 
wahrnehmen. Dabei spielen Signalproteine wie Chemokine, welche in Abschnitt 2 betrachtet 
werden, eine entscheidende Rolle. Die von Selektinen und Chemokinen angeschalteten 
Signalwege resultieren in der Aktivierung einer weiteren Familie von 
Transmembranproteinen, den Integrinen. Integrine sind Adhäsionsmoleküle und zählen 
ebenfalls zu den Glykoproteinen. Strukturell handelt es sich um heterodimere Rezeptoren, 
welche aus einer α- und einer β-Untereinheit aufgebaut sind und die Zellmembran 
durchspannen. Eine Besonderheit der Integrine ist die Ausprägung verschiedener 
Konformationen je nach Aktivierungsstatus, sowie die Fähigkeit einer bidirektionalen 
Signalweiterleitung. Neben ihrer Funktion bei der Leukozyten-Migration, sind sie auch bei 
Entwicklungsprozessen, der Hämostase und dem Zellzyklus von Bedeutung. Von den derzeit 
24 bekannten Integrinen bei Säugetieren, exprimieren Leukozyten α4β1 (VLA-4/ very late 
antigen 4), α4β7 (LPAM), αLβ2 (LFA-1/ lymphocyte function-associated antigen-1) und αMβ2 
(Mac-1/ macrophage antigen-1) (Hynes 2002; Ginsberg et al. 2005).  
Nach und nach werden mehr Integrine aktiviert, was zu einer beständigen Verbindung 
zwischen Leukozyt und Endothel führt. Daraufhin erfolgt eine Umstrukturierung des 
Zytoskeletts der Immunzelle, wodurch sie beginnt, Zellfortsätze auszubilden und intraluminal 
am Endothel entlang zu kriechen. Dabei wird ein geeigneter Bereich gesucht, um para- oder 
transzellulär durch die Endothelschicht zu transmigrieren. Der parazelluläre Weg führt durch 
endotheliale Zell-Zell-Verbindungen, der transzelluläre Pfad hingegen direkt durch die 
Endothelzelle hindurch (Carman et al. 2007; Vestweber 2007). Vermutlich wird dabei 
häufiger der parazelluläre Weg bestritten (Vestweber 2012). Verschiedene Adhäsionsmoleküle 
der Endothelzellen unterstützen sowohl die para- als auch die transzelluläre Migration. 
Darunter befinden sich PECAM1 (platelet/ endothelial cell adhesion molecule-1), ICAM-1 und -2 
(intercellular adhesion molecule-1, -2), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) JAM-A, -B 
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and -C (junctional adhesion molecule-A, -B, -C), ESAM (endothelial cell-selective adhesion 
molecule) und CD99 (cluster of differentiation 99) (Muller 2003, 2011; Vestweber 2002; 
Carman und Springer 2004). ICAM-1 und -2 sind Liganden des Integrins αLβ2, PECAM1 und 
CD99 formen Homodimere mit Molekülen der benachbarten Zellen und die verschiedenen 
JAM-Proteine sind in der Lage sowohl mit Integrinen als auch mit sich zu interagieren. Durch 
den Kontakt der migrierenden Zelle mit den Adhäsionsmolekülen werden in den 
angrenzenden Endothelzellen Signalwege aktiviert (Muller 2011; Vestweber 2012; Woodfin et 
al. 2011). Daraufhin steigt der Ca2+-Spiegel im Zellinneren an und führt über eine Aktivierung 
der MLC-Kinase (myosin light chain kinase) zur Zellkontraktion. Folglich öffnen sich lokal Zell-
Zell-Verbindungen im Endothel und ermöglichen so das parazelluläre Hindurchgleiten der 
Leukozyten an definierten Stellen (Huang et al. 1993; Muller 2003). 
Im Laufe beider Wege kommt es zudem zur Ausbildung von Zellausläufern auf der Oberfläche 
der Leukozyten um die transendotheliale Migration zu erleichtern (Carman und Springer 
2004; Phillipson et al. 2008; Petri et al. 2011). Für den transzellulären Weg fusionieren diese 
Zellausläufer mit der apikalen Membran der Endothelzelle, wodurch ein Kanal durch die 
Zellen gebildet wird. Diese Porenbildung wird durch vesikuläre Strukturen bis hin zur basalen 
Membran unterstützt (Feng et al. 2002; Millán et al. 2006; Rahman und Fazal 2009). Zudem 
konnte gezeigt werden, dass die Leukozyten beim Zelldurchtritt von Adhäsionsmolekülen, wie 
beispielsweise ICAM-1 oder VCAM-1, umgeben sind (Carman et al. 2007; Wittchen 2009; 
Mamdouh et al. 2009). 
Nach Durchdringen der Endothelschicht, muss auf dem Weg ins Bindegewebe, zunächst noch 
eine weitere Schicht überwunden werden: die Basalmembran. Diese faserige Schicht ist eine 
spezialisierte Form der extrazellulären Matrix und besteht vor allem aus Kollagenen und 
anderen Glykoproteinen (Hallmann et al. 2005). Die Basalmembran wird dabei, als Weg des 
geringsten Widerstandes, an möglichst Protein-armen Bereichen von den Leukozyten 
durchquert (Wang et al. 2006). Zudem sind Leukozyten in der Lage Matrix-Metalloproteasen, 
welche die Spaltung von Peptid-Bindungen katalysieren, zu produzieren und sich dadurch 
zusätzlich aktiv den Weg zu erleichtern (Stefanidakis und Koivunen 2006; Madri und Graesser 
2000).   
In Folge von Gendefekten innerhalb der Sequenzen beteiligter Proteine kommt es zur 
Ausbildung von Adhäsionsdefiziten, wodurch die beschriebene Rekrutierung von Leukozyten 
ins entzündete Gewebe nicht mehr korrekt ablaufen kann. Aufgrund dieser seltenen 
autosomal rezessiv vererbten Erkrankungen sind die Träger auch besonders anfällig für 








Abbildung 1.1 Extravasation von Leukozyten aus Blutgefäßen ins entzündete Gebiet. Die Migration 
von T-Zellen erfolgt entlang eines Konzentrationsgradienten von Chemokinen. Der Prozess kann in die 
folgenden Schritte unterteilt werden: I) „Rollen“ der Zellen entlang der Gefäßwand inklusive erster 
Kontakte zu Adhäsionsmolekülen, insbesondere Selektine; II) Aktivierung intrazellulärer Signalwege 
durch Chemokine und feste, permanente Bindung der Zelle an die Endothelschicht durch Integrine; 
III) Bildung von Zellfortsätzen und Entlangkriechen der Zellen auf der Suche nach günstigen 
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1.2. Chemokine und Chemokinrezeptoren 
 
1.2.1. Chemokine im Überblick 
 
Seit über 20 Jahren sind Chemokine als Gruppe von chemotaktisch aktiven Zytokinen bekannt 
und sind von zentraler Bedeutung für die Koordinierung von Immunzellen. Im Detail handelt 
es sich um Sekretionsproteine mit einem Molekulargewicht von nur 8-10 kDa, welche von 
Leukozyten, Endothelzellen und Neuronen exprimiert werden können. Die Besonderheit 
dieser Proteine ist, dass sie nach ihrer Sekretion einen lokalen Konzentrationsgradienten 
ausbilden, welcher die gerichtete Zellmigration von Lymphozyten steuert (Baggiolini 2001).  
Es gibt etwa 50 verschiedene humane Chemokine, welche nach ihrer Struktur in 4 
verschiedene Klassen eingeteilt werden. Diese Nomenklatur wurde im Jahr 2000 eingeführt 
und bezieht sich auf die Position und Anzahl invarianter Cysteine (C) in ihrer 
Aminosäuresequenz. Es wird zwischen CXCL, CCL, CX3CL und XCL („L“ für Ligand) 
unterschieden, wobei die meisten Chemokine in die ersten beiden Gruppen fallen (Murphy et 
al. 2000; Bacon et al. 2002). Da die einzelnen Chemokine zu diesem Zeitpunkt bereits 
bekannt waren, besitzen sie mind. zwei verschiedene wissenschaftliche Bezeichnungen. In 
dieser Arbeit wird ausschließlich die neue Nomenklatur verwendet. 
Anhand seiner Funktion kann jedes Chemokin in drei Domänen unterteilt werden. Am C-
Terminus befindet sich die Matrix-bindende Domäne, welche für die Bindung an 
Glukosaminoglykane (GAG) der extrazellulären Matrix, wie z.B. Heparine, verantwortlich ist. 
Durch die Bindung an diese Zuckerreste von Endothelzellen wird der chemotaktische Gradient 
ausgebildet. Im Anschluss daran liegt die docking-Domäne für die Bindung an die 
entsprechenden Rezeptoren. Für die Aktivierung des Rezeptors dient die triggering-Domäne 
am N-Terminus des Proteins und beinhaltet nur ein paar wenige Aminosäuren bis zum ersten 
Cystein (Baggiolini et al. 1997). Eine einzelne Mutation dieser N-Terminalen Domäne kann 
schon zum Verlust der Rezeptoraktivierung führen (Proudfoot et al. 1999; Weber et al. 1996). 
Da es sich bei Chemokinen um Sekretionsproteine handelt, besitzen sie zudem eine 
Signalsequenz von 20-25 Aminosäuren am N-terminus, welche beim Ausschleusen aus der 
Zelle entfernt wird (Baggiolini 2001). Ein weiteres Strukturmerkmal ist, dass einige 
Chemokine dafür bekannt sind Di- oder Tetramere bilden zu können (Wang et al. 2013).  
Innerhalb dieser Proteinfamilie wird zwischen homöostatischen und pro-entzündlichen 
Chemokinen unterschieden. Homöostatische Chemokine wie CXCL12 oder CCL21 werden 
konstitutiv und gewebespezifisch exprimiert. Daher sind sie für die Differenzierung, die 
Zirkulation und das „Homing“ von Immunzellen verantwortlich. Im Gegensatz dazu werden 
pro-entzündliche Chemokine, wie beispielsweise CXCL9, CXCL10 oder CCL5, erst im Verlauf 
einer Immunantwort exprimiert und sind besonders wichtig für die Rekrutierung von 
Immunzellen in das infizierte bzw. entzündete Gewebe (Campbell et al. 2003; Baggiolini 
2001).  
Chemokine aktivieren ausschließlich eine spezifische Familie von Chemokinrezeptoren, was 
sie deutlich von anderen Zytokinen unterscheidet (Murphy 1994). Insgesamt sind etwa 20 
humane Chemokinrezeptoren bekannt, was gleichzeitig bedeutet, dass ein Rezeptor oft durch 
verschiedene Chemokine aktiviert werden kann. So besitzt beispielsweise CCR8 nur 1 
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Liganden, CCR1 hingegen kann sogar von 9 verschiedenen Chemokinen aktiviert werden. 
Zudem sind einige Chemokine in der Lage mit hoher Affinität an verschiedene dieser 
Rezeptoren zu binden. Die Nomenklatur ist mit CXCR, CCR, CX3CR und XCR („R“ für 
Rezeptor) an die der dazugehören Liganden angepasst. Des Weiteren werden 
Chemokinrezeptoren in zwei Gruppen unterteilt. Der Großteil zählt zu den G-Protein-
gekoppelten Chemokinrezeptoren, welche das Signal über die Aktivierung von G-Proteinen 
weiterleiten. Daneben existiert eine wesentlich geringere Anzahl an atypischen 
Chemokinrezeptoren, welche über G-Protein-unabhängige Art und Weise Signale übermitteln. 
Ein Strukturmerkmal, welches einige dieser Rezeptoren mit ihren Liganden gemeinsam haben, 
ist die Bildung von Homo- und Heterodimeren. Homodimere sind für CXCR1, CXCR2, CXCR3, 
CXCR4, CCR2 sowie CCR5 bekannt und Heterodimere können z.B. von CCR2 mit CCR5 und 
CXCR4 oder CXCR1 mit CXCR2 gebildet werden (Murphy et al. 2000; Wang und Norcross 
2008; Kramp et al. 2011; Bachelerie et al. 2014). Einen aktuellen Überblick über die 
Chemokine mit ihren zugehörigen G-Protein-gekoppelten und atypischen Rezeptoren bietet 
Abbildung 1.2, welche nach Bachelerie et al. (2014) erstellt wurde. 
Für eine spezifische Migration besitzen die einzelnen Zelltypen unterschiedliche 
Expressionsmuster von Chemokinrezeptoren. Dabei können alle Leukozyten als auch 
verschiedene nicht-hämatopoetische Zellen, darunter auch Krebszellen, ein bestimmtes 
Repertoire dieser Rezeptoren bilden. So sind bei den phagozytierenden Leukozyten vorrangig 
CCR1, CCR2, CCR3, CCR5 sowie CXCR1, CXCR2 und CXCR4 von Bedeutung, wobei z.B. 
CXCR1 und CXCR2 nur von Neutrophilen exprimiert werden. T-Lymphozyten hingegen 
können fast alle bekannten Chemokinrezeptoren produzieren, jedoch wird ihre Expression 
häufig von bestimmten Zytokinen und anderen Signalstoffen reguliert. Nach Stimulierung von 
T-Zellen mit IL-2 wird vermehrt CCR1, CCR2, CCR5 und CXCR3 exprimiert. Werden T-Zellen 
mit Antikörpern gegen CD3 und CD28 aktiviert, werden CCR7 und CCR8 exprimiert. Neben 
der Art der Stimulierung ist das Vorkommen verschiedener Chemokinrezeptoren auch von 
dem jeweiligen Entwicklungsstatus der T-Zelle abhängig. Zentrale Gedächtnis-T-Zellen sind, 
im Gegensatz zu Effektor-Gedächtnis-T-Zellen, positiv für CCR7. Ein Chemokinrezeptor, 
welcher konstitutiv von T-Lymphozyten exprimiert wird, ist CXCR4, dessen Wirkung 
permanent für die Zirkulation innerhalb der Gefäße notwendig ist (Abbildung 1.3). Auch 
dendritische Zellen besitzen ein variables Expressionsmuster von Chemokinrezeptoren, je nach 
Entwicklungsstatus, Aktivierung oder Einsatzort. Über die Rezeptoren CCR1, CCR2 und CCR5 
werden naive dendritische Zellen zum Entzündungsherd gelockt (Baggiolini 2001).  
Die von Chemokinrezeptoren ausgehende Signalkaskade führt zur Polymerisierung/ 
Depolymerisierung der Aktinfilamente des Zytoskeletts, Aktivierung von Adhäsionsmolekülen 
wie den Integrinen oder zur Freisetzung von Proteasen, Histaminen oder weiteren 
Komponenten. Insgesamt betrachtet wird besonders die Zellmigration und die Interaktion mit 
anderen Zellen über Chemokine gesteuert (Baggiolini 2001). Einen detaillierteren Überblick 
der ablaufenden Signalwege liefert der folgende Abschnitt. Für den Abbau des 
Konzentrationsgradienten werden Chemokine von Proteasen abgebaut. 
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Abbildung 1.2 Chemokine und Chemokinrezeptoren nach Bachelerie et al. (Bachelerie et al. 2014). 
Aktuelle Darstellung der Chemokinrezeptoren, unterteilt in G-Protein-gekoppelte und atypische 
Chemokinrezeptoren, mit ihrer Verteilung sowie ihren Liganden. (Abkürzungen: Ba, basophil; Ca, 
Krebsgeschwür; CD4RM, residente CD4+ Gedächtnis-T-Zelle; EC, Endothelzelle; Eo, eosinophil; Fb, 
Fibroblast; iDC, unreife dendritische Zelle; MC, Mastzelle; Me, Melanozyt; MG, Mikroglia; Mo, 
Monozyt; MФ, Makrophage; N, Neutrophile; NHC, hämatopoetische Stammzelle; PC, Plasmazelle; 
pDC, plasmazytoide dendritische Zelle; Tcm, zentrale Gedächtnis-T-Zelle; Th1, Th1-Helferzelle; Tn, 
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Abbildung 1.3 Differentielle Expression von Chemokinrezeptoren auf T-Zellen nach Baggiolini 
(Baggiolini 2001). Während CXCR4 konstitutiv exprimiert wird, sind CCR5 und CXCR3 
charakteristische Rezeptoren für Th1-Zellen, CCR3 und CCR4 hingegen für Th2-Zellen. Nach 
Stimulierung mit IL-2 und IL-4 werden zudem CXCR1 und CXCR2 exprimiert. Durch T-Zellaktivierung 
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1.2.2. Signaltransduktion von Chemokinrezeptoren 
 
Infolge der Aktivierung von Chemokinrezeptoren und der daraus resultierenden 
Signalkaskade kommt es insbesondere zur Beeinflussung der Zirkulation von Immunzellen im 
Körper. Dabei werden konkret vor allem die Zellmigration sowie die Zelladhäsion gesteuert. 
Durch die bereits erwähnten Überschneidungen können verschiedene Chemokinrezeptoren 
und Liganden für diese Funktion von Bedeutung sein. So wird z.B. CCR5 zwar in manchen 
Individuen nicht exprimiert, aber dessen Funktion kann durch andere Rezeptoren 
ausgeglichen werden. Daneben gibt es allerdings auch lebensnotwendige Chemokinrezeptor-
Signale, wie von CXCR4, welche essentiell für die Embryogenese und Organentwicklung sind. 
Demzufolge scheinen auch Rezeptor- und Ligand-spezifische Signalkaskaden zu existieren, 
was die Komplexität dieses Systems verdeutlicht. Dieses vollständig zu entschlüsseln bedarf 
noch weitergehender Forschung. Im Folgenden wird auf allgemeine Signalkomponenten 
eigegangen, welche wichtig für die Migration von Leukozyten sind.  
Chemokinrezeptoren besitzen 7 Transmembrandomänen, einen extrazellulären N- und einen 
intrazellulären C-Terminus. Die Verteilung von Chemokinrezeptoren auf der Plasmamembran 
scheint gleichmäßig zu sein und sich nicht auf bestimmte Bereiche zu konzentrieren (Servant 
et al. 1999; Xiao et al. 1997). Die meisten Chemokinrezeptoren zählen, wie bereits erwähnt, 
zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Bei der Signalweiterleitung der atypischen 
Chemokinrezeptoren scheinen hingegen Arrestine, welche bekanntermaßen die 
Signaltransduktion von Rezeptoren beeinflussen können, eine entscheidende Rolle zu besitzen 
(Bachelerie et al. 2014). Im Folgenden wird auf allgemeine Aspekte der Signaltransduktion 
der G-Protein-abhängigen Chemokinrezeptoren näher eingegangen. Die entsprechenden 
Liganden binden außerhalb der Zelle mit ihrer docking-Domäne am Rezeptor und aktivieren 
diesen über ihre N-terminale triggering-Domäne. Auf der zytosolischen Seite sind 
Chemokinrezeptoren mit heterotrimeren Gi-Proteinen (Guanin-bindende Proteine) assoziiert, 
welche aus den Untereinheiten Gαi, Gβi und Gγi aufgebaut sind (Thelen et al. 1988). In der 
inaktiven Form ist GDP an die α-Untereinheit gebunden. Nach Rezeptoraktivierung wird GDP 
durch GTP ausgetauscht, wobei die α-Untereinheit von der βγ-Untereinheit dissoziiert und 
verschiedene Funktionen übernommen werden können. Da Chemokinrezeptoren über Gi-
Proteine wirken und zudem durch das Pertussis-Toxin des Bakteriums Bordetella pertussis 
blockiert werden können, wurde gezeigt, dass diese Rezeptoren anderen, bereits bekannten G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren gleichen. 
Für die Zellmigration ist die Freisetzung der βγ-Untereinheit vom Gαβγ-Rezeptorkomplex 
essentiell, die α-Untereinheit hingegen scheint für diesen Zusammenhang keine notwendige 
Funktion zu besitzen (Neptune et al. 1999). Allgemein aktiviert die Gαi-Untereinheit die 
Adenylatzyklase, welche zu den Lyasen gehört und die Bildung von cAMP aus ATP katalysiert, 
sowie verschiedene Src-Kinasen (Thelen 2001). Über die βγ-Untereinheit werden unverzüglich 
die Phospholipase C (PLC)-Isoformen PLC-β2 und PLC-β3 aktiviert. Dadurch wird IP3 
produziert und vorübergehend die intrazelluläre Ca2+-Konzentration erhöht (Baggiolini et al. 
1997). Neben IP3 wird auch DAG produziert und im Anschluss Proteinkinase C (PKC) aktiviert 
(Li et al. 2000). Die von der PKC ausgehenden Signale sind zum einen für die Induktion der 
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Migration wichtig, zum anderen induzieren sie die Phosphorylierung des Chemokinrezeptors 
und tragen somit zur Desensitivierung bei (Marchese 2014). 
Ein weiteres Ziel der βγ-Untereinheit des G-Proteins ist die Phosphatidylinositol-3-Kinase γ 
(PI3Kγ) (Stephens et al. 1994). PI3Kγ katalysiert die Synthese von IP3 und wird anschließend 
zu Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat (IP2) dephosphoryliert (Tilton et al. 2000). IP3 ist in 
ruhenden Zellen kaum vorhanden, wird aber nach Produktion an der Plasmamembran 
angereichert und besitzt Andockstellen für Proteine, welche sogenannte Pleckstrin-Homologie 
(PH)-Domänen enthalten (Bottomley et al. 1998). Der am besten beschriebene Effektor der 
P13K ist die Proteinkinase B (PKB) oder Akt (Burgering und Coffer 1995), welche über ihre 
PH-Domäne zur Plasmamembran rekrutiert wird. Weitere Signalwege, die ebenfalls eine Rolle 
spielen und über P13K laufen können, werden über Mitogen-aktivierte Protein- (MAP) 
Kinasen vermittelt. Die dadurch angeschaltete Transkription beinhaltet Gene für 
Zellwachstum und Proliferation (Sotsios et al. 1999; Tilton et al. 2000). 
Über die βγ-Untereinheit werden außerdem Rac GTPasen aktiviert, deren Signalweiterleitung 
ebenfalls Zellmigration und Adhäsion induziert. Generell spielen Rac GTPasen auch in 
anderen Signalwegen eine Rolle, doch in diesem Zusammenhang ist die Polymerisation von 
Aktinfilamenten und somit die Bildung von Lamellipodien, also welche im Laufe der 
Zellmigration ausgebildet werden, besonders wichtig. Daneben wird die durch Integrine 
vermittelte Zelladhäsion und somit auch die Transmigration der Leukozyten vom Blutgefäß 
ins umliegende Gewebe beeinflusst. T-Lymphozyten exprimieren die beiden Isoformen Rac1 
und Rac2 (Faroudi et al. 2010; Tybulewicz, Victor L J und Henderson 2009; García-Bernal et 
al. 2005). 
Allgemein lässt sich an dieser Stelle zusammenfassen, dass nach Liganden-Bindung 
verschiedene Signalwege aktiviert und über Kinasen wie PKB, PKC, PI3K oder MAPK 
weitergeleitet werden. Die daraus resultierende Genexpression wirkt sich auf Proliferation, 
Überleben, Adhäsion, Zellform und Migrationsverhalten der Zellen aus. Zudem kann die von 
Chemokinrezeptoren ausgehende Signaltransduktion in der Zelle nicht isoliert betrachtet 
werden, da zahlreiche Überschneidungen und Wechselwirkungen, zum Beispiel mit 
Komponenten stromabwärts des T-Zellrezeptors, existieren (Molon et al. 2005). Daher ist in 
diesem Abschnitt nur ein allgemeiner Abriss der von Chemokinrezeptoren ausgehenden 
Signale gezeigt. 
Um die Signaldauer zu regulieren, werden Chemokinrezeptoren nach Ligandenbindung 
internalisiert und gelangen entweder über einen Recycling-Prozess wieder zurück an die 
Zelloberfläche oder in Lysosomen zum Abbau. Werden die Rezeptoren recycelt, handelt es 
sich nur um eine kurze Desensitivierung der Liganden-induzierten Signalübertragung. Der 
zugrundeliegende Mechanismus beinhaltet die Phosphorylierung durch G-Protein-gekoppelte 
Rezeptorkinasen (GRK) sowie die Bindung an ß-Arrestin. Infolgedessen wird der Rezeptor 
vom G-Protein-gekoppelten Komplex gelöst und über Clathrin-beschichtete Vesikel endozytiert 
(Neel et al. 2005). Untereinheiten dieser Vesikel erkennen bestimmte Leucin-haltige Motive 
innerhalb des C-Terminus des Rezeptors, was zumindest für CXCR2 und CXCR4 nachgewiesen 
werden konnte (Bonifacino und Traub 2003; Fan et al. 2001; Orsini et al. 1999). Des 
Weiteren könnte diese vorübergehende Endozytose dazu verwendet werden, die gebundenen 
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Chemokine dem lysosomalen Abbau zuzuführen (Otero et al. 2006). Wird der Rezeptor 
hingegen abgebaut, kommt es zu einer dauerhaften Abschwächung der Chemokin-induzierten 
Signalwege. Dabei werden die Chemokinrezeptoren ebenfalls zunächst endozytiert, im 
Anschluss aber durch Fusion mit Lysosomen abgebaut. Um diesen Weg beschreiten zu können, 
werden die Rezeptoren, induziert durch die Bindung an den entsprechenden Liganden, an C-
terminalen Lysin-Resten ubiquitiniert. Ein solcher Abbau-Prozess konnte zum Beispiel für 
CXCR4 gezeigt werden (Marchese und Benovic 2001). 
 
 
1.2.3. Chemokinrezeptoren CXCR3, CXCR4 und CXCR7 
 
In dieser Arbeit nehmen die Chemokinrezeptoren CXCR3 und CXCR4 eine zentrale Rolle ein, 
weshalb diese Rezeptoren noch weiter im Detail betrachtet werden. Daneben soll auch auf 
den noch recht unbekannten Rezeptor CXCR7 eingegangen werden, da CXCR7 mit CXCR3 als 
auch CXCR4 gemeinsame Liganden besitzt. 
Der Chemokinrezeptor CXCR3 wird durch CXCL9, CXCL10 und CXCL11 aktiviert und wird auf 
T-Zellen, Monozyten, Granulozyten sowie B-Zellen exprimiert (Loetscher et al. 1996; Trentin 
et al. 1999). Der murine und der humane Rezeptor besitzen 86% Übereinstimmung in ihrer 
Sequenz (Lu et al. 1999). CXCR3 und seine Liganden spielen eine wichtige Rolle bei der 
Immunantwort, besonders in Bezug auf aktivierte- und Gedächtnis- Th1-Zellen, und lenken 
dabei Zellmigration, Proliferation als auch Apoptose. Besonders stark wird die Expression der 
CXCR3-Liganden durch die Anwesenheit des Zytokins Interferon-γ (IFN-γ) induziert, was 
ebenfalls auf eine Th1-gerichtete Immunantwort deutet. Da widersprüchliche Beobachtungen 
hinsichtlich der Induktion oder Hemmung von Migration und Proliferation beschrieben 
wurden, war es keine Überraschung, als verschiedene Spleißvarianten des auf dem X-
Chromosom codierten Rezeptors entdeckt worden sind. Die identifizierten Spleißvarianten 
CXCR3-A und CXCR-B scheinen wechselseitige Funktionen zu besitzen. CXCR3-A wird von 
Endothelzellen exprimiert und fördert Zellproliferation, CXCR3-B hingegen wird von 
Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen produziert und inhibiert Zellmigration und 
Apoptose. Eine dritte Spleißvariante, CXCR3-alt, besitzt einen verkürzten C-Terminus und 
kann ausschließlich über CXCL11 aktiviert werden (Datta et al. 2006; Lasagni et al. 2003; 
Ehlert et al. 2004; Korniejewska et al. 2011). 
CXCR3 und seine Liganden wurden bereits vielfach im Zusammenhang mit 
Autoimmunerkrankungen und chronischen Entzündungen beschrieben, worauf in Abschnitt 
3.2 genauer eingegangen wird. Weitere Studien gibt es im Bereich der Abstoßungsreaktion 
von Transplantaten sowie in der Krebsforschung (Hancock et al. 2000; Melter et al. 2001). So 
wurde ein Einfluss der CXCL10-induzierten Migration von Lymphozyten bei Melanomen und 
der CXCL11-gesteuerten Migration bei Brustkrebs und T-Zell Lymphomen festgestellt 
(Hensbergen et al. 2005; Wenzel et al. 2005; Chu et al. 2007). Insgesamt scheint die von 
CXCR3 ausgehende Signalkaskade Tumorzellwachstum, -überleben und -metastasierung  
positiv zu beeinflussen (Singh et al. 2013). 
CXCR4 hingegen besitzt mit CXCL12 nur einen Liganden und konnte bei T-Zellen, 
Neutrophilen, Mastzellen, Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen 
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sowie B-Zellen nachgewiesen werden. Damit ist CXCR4 weiter verbreitet als CXCR3 (Caruz et 
al. 1998; Nagasawa et al. 1998). Da CXCR4 neben der Zirkulation, dem „Homing“ und der 
Homöostase von Immunzellen auch bei der Embryogenese, der Organentwicklung und der 
Vaskularisation eine wichtige Rolle spielt, ist es verständlich, dass ein Fehlen der codierenden 
Gene für CXCR4 und CXCL12 letal ist (Caruz et al. 1998; Ma et al. 1998; Tachibana et al. 
1998).  
Nach seiner Identifizierung war CXCR4 besonders interessant aufgrund seiner Funktion als 
Ko-Rezeptor für den Zelleintritt von HIV in CD4+ T-Zellen (Feng et al. 1996). Heute gibt es 
zudem auch Studien auf dem Gebiet chronischer Entzündungen und 
Autoimmunerkrankungen (Abschnitt 3.3), sowie in der Tumorforschung. Beispiele für den 
Einfluss von CXCR4 bei chronischen Entzündungen sind die Darmerkrankungen Colitis 
ulcerosa und Morbus Crohn, wobei eine erhöhte CXCR4-Expression mit dem fortschreitenden 
Krankheitsverlauf korreliert werden konnte (Mikami et al. 2008; Dotan et al. 2010). Daneben 
existiert eine große Variationsbreite von Veröffentlichungen zu Krebs, einschließlich 
Brustkrebs, Melanome, Leukämie, Gliome, Bauchspeicheldrüsenkrebs und Prostatakrebs. 
Besonderes betont wird dabei die Rolle von CXCR4 bei der Metastasierung von Tumoren. 
Aufgrund seiner Überexpression wird CXCR4 auch als prognostischer Biomarker verwendet 
(Müller et al. 2001; Ben-Baruch 2008; Furusato et al. 2010; Hermann et al. 2007; Miki et al. 
2007). Ein Defekt innerhalb des Gens von CXCR4 ist verantwortlich für die Ausprägung des 
WHIM (Warzen-Hypogammaglobulinämie-Immundefizienz-Myelokathexis) -Syndroms, einer 
Immunschwächekrankheit, bei welcher die Homöostase der Neutrophilen gestört ist und diese 
im Knochenmark zurückgehalten werden (Hernandez et al. 2003). 
In vorangegangenen Studien dieser Arbeitsgruppe wurde bereits die Cross-Regulierung von 
CXCR3 und CXCR4 untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass durch eine Ko-
Stimulierung mit dem CXCR3-Liganden CXCL9 die vom CXCR4-Liganden CXCL12 induzierte 
Migration von Gedächtnis Th1-Zellen in vitro desensitiviert wird. Dieser Effekt, mit einer 
Migrationshemmung von bis zu 50%, konnte in primären Th1-Zellen, sowie in verschiedenen 
T-Zelllinien murinen und humanen Ursprungs gezeigt werden. Für den Nachweis wurden 
Chemotaxis-Assays und dynamische Flusskammersysteme eingesetzt. Auf molekularer Ebene 
konnte die Beeinflussung der Proteinkinase Akt gezeigt werden (Giegold et al. 2013). Für die 
CXCL12/CXCR4-vermittelte Chemotaxis konnte bisher nur eine Cross-Regulation mit CCR5 
beschrieben werden (Hecht et al. 2003). Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass die 
CXCR3/4-Liganden CXCL9 und CXCL12 in der Lage sind Komplexe zu bilden, welche die 
CXCR4-vermittelte Chemotaxis von CD8+ T-Zellen erhöhen (Venetz et al. 2010). Diese 
Ergebnisse zeigen deutlich, wie fein die CXCR3- und CXCR4-vermittelten Signalwege 
miteinander verschachtelt sind, um die Migration von Lymphozyten sowohl in gesundem als 
auch entzündetem Gewebe differentiell zu steuern.  
Der noch recht unbekannte und erst vor einigen Jahren beschriebene Chemokinrezeptor 
CXCR7 bindet CXCL11 sowie CXCL12 mit hoher Affinität. Hinsichtlich der Expression von 
CXCR7 gibt es kontroverse Angaben, meist wird jedoch von einer starken Expression in 
Monozyten und B-Zellen gesprochen (Infantino et al. 2006; Berahovich et al. 2010). Ob 
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CXCR7 auch bei T-Zellen eine Bedeutung besitzt, ist noch nicht vollständig geklärt, obwohl 
auch hierfür Hinweise existieren (Balabanian et al. 2005).  
Erstaunlich ist, dass über CXCR7 keine typische G-Protein-induzierte Signalkaskade induziert 
wird, obwohl CXCR7 mit ß-Arrestin und den dazugehörigen Signalwegen assoziiert ist 
(Rajagopal et al. 2010; Burns et al. 2006; Levoye et al. 2009). Nach Aktivierung wird CXCR7 
unverzüglich internalisiert und recycelt, dessen Liganden allerdings werden in Lysosomen 
abgebaut (Luker et al. 2010; Mahabaleshwar et al. 2012). Serin- und Threonin-Reste am C-
Terminus des Rezeptors sind wichtig für die Rekrutierung von ß-Arrestin, was wichtig für die 
Endozytose ist, aber vermutlich auch eine Bedeutung bei der initialen Rezeptoraktivierung 
besitzt (Ray et al. 2012; Canals et al. 2012). So  könnte CXCR7 einen wichtigen Mechanismus 
für die Regulierung der Menge an verfügbarem CXCL11 und CXCL12 bereitstellen und damit 
indirekt Einfluss auf CXCR3- und CXCR4-induzierte Signalwege und Funktionen nehmen. Dies 
wird besonders durch Untersuchungen von CXCR7 und CXCR4 im Bereich neuronaler 
Zellmigration bestätigt (Boldajipour et al. 2008; Busillo und Benovic 2007; Sánchez-Alcañiz et 
al. 2011; Naumann et al. 2010). Zudem wurde gezeigt, dass CXCR7 durch 
Heterodimerisierung mit CXCR4 direkten Einfluss auf die Signaltransduktion von CXCR4 
nimmt (Levoye et al. 2009). Interessant und gegensätzlich zu anderen Chemokinrezeptoren ist 
zudem, dass CXCR7 konstitutiv ubiquitiniert ist und erst nach Ligandenbindung 
deubiquitiniert wird (Canals et al. 2012). 
Gerade durch seine starke Verbindung zur CXCL12-CXCR4-Achse, aber auch zu CXCL11 und 
dessen anderen Rezeptor CXCR3, existieren für CXCR7 bereits zahlreiche Studien im Bereich 
der Tumorforschung (Singh et al. 2013). Auch für chronische Entzündungen und 
Autoimmunerkrankungen sind erste Untersuchungen veröffentlicht. Im Mausversuch für 
experimentelle autoimmune Neuritis (EAN) konnte die T-Zellinfiltration durch gleichzeitige 
Hemmung von CXCR4 und CXCR7 vermindert und der Krankheitsverlauf somit abgeschwächt 
werden (Brunn et al. 2013). Bei der Experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), 
einem Tiermodell für Multiple Sklerose (MS), zog die Blockade von CXCR7 eine 
Verminderung im Schweregrad der Erkrankung als auch eine Verbesserung der Regeneration 
der Axone nach sich (Cruz-Orengo et al. 2011). Erste Studien gibt es zudem für chronisch-
entzündliche Darmerkrankungen (Werner et al. 2013), rheumatoide Arthritis (Villalvilla et al. 
2014) und Neuroinflammation (Timotijević et al. 2012). 
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1.3. Die Rolle von Chemokinrezeptoren und ihren Liganden bei chronischen Entzündungen 
 
1.3.1. Autoimmunerkrankungen im Überblick 
 
Das erste Mal wurde dieses Thema zu Beginn des vorigen Jahrhunderts von Paul Ehrlich 
angesprochen und definiert. Wenn sich die Immunantwort gegen ein körpereigenes Antigen 
richtet, wird von Autoimmunität gesprochen. Dies kann zu Autoimmunerkrankungen führen, 
wobei das eigene Gewebe durch das Immunsystem als fremd angesehen und zerstört wird. 
Normalerweise werden stark autoreaktive Lymphozyten mit Hilfe zentraler und peripherer 
Toleranzmechanismen aussortiert. Von großer Bedeutung sind hierbei auch regulatorische T-
Zellen. Sie sind in der Lage, die Immunantwort durch Hemmung der Proliferation von T-
Zellen sowie der Funktion Antigen-präsentierender Zellen zu unterdrücken. Da unzählige 
Proteine im Körper existieren, gibt es zudem verschiedene Anhaltspunkte, die den 
Lymphozyten helfen, zwischen „körpereigen“ und „körperfremd“ zu unterscheiden. Dies sind 
ein Zusammentreffen zwischen Lymphozyt und Ligand noch während seiner Reifungsphase, 
eine dauerhafte und gleichbleibende Konzentration des Liganden sowie eine Ligandenbindung 
in Abwesenheit jeglicher pro-entzündlicher Signale von Zytokinen und ko-stimulatorischen 
Signalen. Ein gewisser Grad an Autoreaktivität der Lymphozyten ist allerdings auch unbedingt 
notwendig, um eine funktionsfähige Immunabwehr zu gewährleisten. So helfen Autoantigene 
dabei, dass benötigte Repertoire an reifen Lymphozyten auszubilden und auch das Überleben 
von naiven T- und B-Zellen in der Peripherie ist an einen gewissen Grundpegel der Exposition 
zu Autoantigenen gebunden. All diese Mechanismen tragen dazu bei, eine Balance zwischen 
Schutzfunktion und Autoimmunität zu wahren. So können einzelne Fehler schnell beseitigt 
werden, doch in sehr seltenen Fällen kann dieses System auch versagen. Ein solches Scheitern 
des Immunsystems beinhaltet die Ausbildung von Effektorzellen und Molekülen, die 
schließlich das körpereigene Gewebe zerstören.  
Die spezifischen Ursachen der meisten Autoimmunerkrankungen sind noch immer ungeklärt. 
Bei der Ausbildung von Autoimmunität aber spielt bekanntermaßen, neben einer fehlerhaften 
Immunabwehr, auch genetische Prädisposition und der Einfluss von Umweltfaktoren eine 
entscheidende Rolle. Genetische Risikofaktoren sind zum Beispiel bestimmte Varianzen in den 
Sequenzen der MHC-Klasse-II Moleküle, wobei dies allein keinesfalls eine Garantie für den 
Ausbruch der Krankheit darstellt. Bestimmte Toxine und Wirkstoffe, aber auch Bakterien und 
Viren können autoimmune Syndrome induzieren. Dabei können Pathogene durch 
unspezifische Entzündungen und Gewebeschädigungen Autoimmunität fördern oder durch 
molekulare Mimikry sogar hervorrufen. 
In den westlichen Staaten sind etwa 5% der Bevölkerung von Autoimmunerkrankungen 
betroffen. Es ist schwierig diese Erkrankungen zu klassifizieren, doch aus klinischer Sicht ist 
eine Unterteilung in Organ-spezifische und systemische Autoimmunerkrankungen durchaus 
sinnvoll. Innerhalb dieser Einteilung gibt es wiederum verschiedene Cluster von 
Erkrankungen, welche oft gemeinsam bei einer Person oder innerhalb einer Familie gehäuft 
auftreten. Für beide Gruppen ist, mit wenigen Ausnahmen, ein chronischer Krankheitsverlauf 
typisch, da die Autoantigene im Körper verbleiben und die Autoimmunreaktion deshalb nicht 
gestoppt werden kann. Bei den verschiedenen Erkrankungen wird die Pathogenese von einem 
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der beiden Effektorwege, entweder durch Autoantikörper oder aktivierte autoreaktive T-
Zellen, dominiert.  
Typische Beispiele für Organ-spezifische Autoimmunerkrankungen sind Typ-1-Diabetes, MS 
und Psoriasis, wobei entweder der Pankreas, das zentrale Nervensystem oder die Haut 
betroffen ist. Ein Cluster würde hier neben Multipler Sklerose und Psoriasis noch zusätzlich 
Morbus Crohn, eine chronisch-entzündliche Darmerkrankung, enthalten. Bei jeder dieser 
Erkrankungen wird ein bestimmtes Organ-spezifisches Autoantigen von Effektorzellen als 
„fremd“ erkannt, wie es im Falle von Typ-1-Diabetes die Insulin-produzierenden Beta-Zellen 
betrifft. Rheumatoide Arthritis, systemische Sklerose und systemischer Lupus Erythematodes 
zählen hingegen zu den Formen, bei welchen verschiedene Gewebe innerhalb des gesamten 
Körpers betroffen sind. Die Ursache dafür ist, dass die betroffenen Autoantigene in jeder 
Körperzelle vorhanden sind, wie zum Beispiel Chromatin und Ribonukleoproteine im Falle 
von systemischem Lupus Erythematodes. 
In den folgenden zwei Abschnitten wird im Detail auf die Rolle der Chemokinrezeptoren 
CXCR3 und CXCR4 bei Autoimmunerkrankungen und chronischen Entzündungen 
eingegangen. Sie sind besonders bei Th1-getriebenen Autoimmunerkrankungen von 
Bedeutung. Da für CXCR7 noch nicht viele Studien in diesem Forschungsgebiet existieren, soll 
hier der Überblick in Abschnitt 2.3 genügen. 
 
 
1.3.2. CXCR3 und seine Liganden CXCL9/10/11 
 
Der Chemokinrezeptor CXCR3 und seine Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11 scheinen an 
der Pathogenese zahlreicher Autoimmunerkrankungen, sowohl organspezifische als auch 
systemische Erkrankungen, beteiligt zu sein. Da diese Chemokine vermehrt unter dem Einfluss 
von IFN-γ von verschiedenen Zelltypen, einschließlich T-Lymphozyten, Endothelzellen, 
Fibroblasten, Keratinozyten, Thyreozyten und Präadipozyten sekretiert werden, sind CXCR3-
Liganden Marker für Th1-vermittelte Immunantworten. Durch die erhöhte Chemokin-
Konzentration kommt es zur Rekrutierung von CXCR3-positiven Th1-Zellen, welche IFN-γ und 
TNF-α produzieren und dies wiederum regt die Produktion von CXCR3-Liganden an. Diese 
Rückkopplungsschleife hält die Immunreaktion aufrecht und fördert somit Autoimmunität. 
Zudem konnte bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen eine erhöhte Menge an CXCR3-
Liganden in Serum- und Gewebe-Proben, sowie Körperflüssigkeiten von Patienten im 
Vergleich zu gesunden Probanden gemessen werden (Lacotte et al. 2009; Antonelli et al. 
2014). Im folgenden Abschnitt wird der Einfluss von CXCR3 und seinen Liganden auf die 
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen beispielhaft an Typ-1-Diabetes, MS und 
rheumatoide Arthritis näher beleuchtet. Ähnliche Zusammenhänge wurden zudem für 
chronisch-entzündliche Erkrankungen der Schilddrüse, wie Morbus Basedow, oder 
Bindegewebserkrankungen, wie zum Beispiel systemischer Lupus Erythematodes beschrieben 
(Lacotte et al. 2009; Antonelli et al. 2014). 
Im Fall von Typ-1-Diabetes ist die genaue Krankheitsentstehung noch immer unklar, jedoch 
konnte die Beteiligung der Th1-vermittelten Immunantwort bei der Zerstörung der Insulin-
produzierenden Beta-Zellen im Pankreas bestätigt werden (Lo und Clare-Salzler 2006). Bei 
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zahlreichen Studien konnte in den Serum-Proben von neu diagnostizierten Patienten ein 
hoher CXCL10-Wert festgestellt werden (Shimada et al. 2001; Nicoletti et al. 2002; Nakagawa 
et al. 2003; Gabbay et al. 2012). Im Serum von Patienten mit bereits fortschreitendem 
Krankheitsverlauf war die Menge an CXCL10 wieder signifikant reduziert (Antonelli et al. 
2008). Die infiltrierenden Lymphozyten produzieren im Pankreas CXCL10 und die Beta-Zellen 
sekretieren, unter dem Einfluss von IFN-γ und TNF-α, CXCL9, CXCL10 und CXCL11. Wie 
bereits beschrieben, wird dadurch die Autoimmunreaktion gefördert und die Entzündung setzt 
sich fest (Frigerio et al. 2002; Roep et al. 2010; Uno et al. 2010). Aus diesen Gründen ist bei 
Typ-1-Diabetes besonders eine Blockade von CXCR3 oder CXCL10 aussichtsreich.  
Auch bei Multipler Sklerose (MS) sind Chemokinrezeptoren und ihre Liganden in die 
Pathogenese involviert und bieten Angriffsstellen für Medikamente. Es handelt sich bei dieser 
Erkrankung um eine Demyelinisation der Nervenfasern des zentralen Nervensystems, wobei 
die Oligodendrozyten zerstört und die Axone geschädigt werden. Bisher ist die  Ätiologie 
dieser Erkrankung noch unbekannt, wobei sowohl Umweltfaktoren, genetische Prädisposition 
als auch Autoimmunität eine Bedeutung zu haben scheinen. Der Krankheitsverlauf ist sehr 
variabel und verläuft häufig in Schüben (Hickey 1999; Lucchinetti et al. 2000; McDonald et 
al. 2001). Im Tiermodell (EAE) sind T-Zellen, welche ins Entzündungsgebiet einwandern, 
stark CXCR3-positiv und zudem konnte eine hohe Konzentration von CXCL10 nachgewiesen 
werden (Narumi et al. 2002; Klein et al. 2004). Ein Großteil der T-Zellen in der 
Cerebrospinalflüssigkeit von Patienten, aber auch gesunden Kontrollen, exprimieren CXCR3. 
Daher scheint dieser Chemokinrezeptor eine generelle Rolle bei der T-Zellmigration innerhalb 
des zentralen Nervensystems zu besitzen (Sørensen et al. 2002). Jedoch ist die Expression von 
CXCR3 als auch CXCL9 und CXCL10 während der Dauer von MS-Schüben in der 
Cerebrospinalflüssigkeit erhöht (Misu et al. 2001; Franciotta et al. 2001). Zudem konnte 
während dieser Schübe eine erhöhte Anzahl von CXCR3-positiven CD4+ T-Zellen im Blut 
nachgewiesen werden, was einen Zusammenhang zwischen CXCR3 und seinen Liganden mit 
akuten Entzündungsphasen bei MS bestätigt (Mahad et al. 2003). Außerdem konnte gezeigt 
werden, dass CXCR3 auch vermehrt von Astrozyten in der umliegenden Umgebung von MS-
Läsionen exprimiert wird (Omari et al. 2005). Hier sind jedoch weitere Studien notwendig, 
um einen direkten Einfluss auf die Rekrutierung von Oligodendrozyten bei der Pathogenese 
nachweisen zu können. Neben CXCR3 und seinen Liganden scheinen auch andere Chemokine 
und Chemokinrezeptoren eine Rolle zu spielen. Darunter befinden sich zum Beispiel CCR1 
und CCL3, CCL4 und CCL5 sowie CCR2 und CCL2 (Szczuciński und Losy 2007). 
Rheumatoide Arthritis ist durch eine chronische Entzündung der Gelenke, beginnend bei den 
Fingern und Zehen, gekennzeichnet. Bei fortschreitendem Verlauf kommt es schließlich zu 
irreversiblen Schäden an Knorpel und Knochen. Als Ursache wird eine Verschiebung des 
Gleichgewichts zwischen Th1- zu Th2-assoziierten Zytokinen in Richtung Th1-Antwort 
vermutet (Yin et al. 1999; Lee et al. 2013). Auch diese Autoimmunerkrankung verläuft meist 
schubweise. CXCL10 konnte im Serum, in der Synovialflüssigkeit und dem synovialen Gewebe 
der betroffenen Gelenke bei Patienten nachgewiesen werden (Hanaoka et al. 2003). Dabei 
wird CXCL10 vorwiegend von infiltrierenden Makrophagen-ähnlichen Zellen und 
Fibroblasten-artigen Zellen innerhalb des entzündeten Gelenks exprimiert (Kwak et al. 2008). 
EINLEITUNG 
  19 
Der dazugehörige Rezeptor CXCR3 konnte, bei in das Entzündungsgebiet infiltrierenden 
CD4+ T-Zellen, aber auch auf Endothelzellen und dendritischen Zellen im synovialen 
Gewebe, nachgewiesen werden (Wedderburn et al. 2000; Ruth et al. 2001).  
 
 
1.3.3. CXCR4 und sein Ligand CXCL12 
 
Im Vergleich zu CXCR3, wurde diesem Rezeptor bisher wenig Aufmerksamkeit im Bereich der 
Autoimmunerkrankungen geschenkt. Zumeist wird seine Rolle bei HIV oder Krebs untersucht 
und diskutiert (Horuk 2009). Doch seit einiger Zeit rücken auch CXCR4 und sein Ligand 
CXCL12 ins Blickfeld dieses Forschungsgebietes. 
Neben CXCR3 und seinen Liganden spielt auch die CXCR4/CXCL12-vermittelte Migration eine 
Rolle bei rheumatoider Arthritis. Bei dieser Erkrankung besitzt CXCL12 eine 
entzündungsfördernde Funktion. In infiltrierenden CD4+ Gedächtnis-T-Zellen konnte eine 
erhöhte CXCR4-Expression und zudem eine besonders hohe Konzentration von CXCL12 in den 
entzündeten Gelenken von Patienten festgestellt werden. In diesem Zusammenhang wurde 
gezeigt, dass die synovialen Epithelzellen tatsächlich CXCL12 vor Ort exprimieren (Nanki et 
al. 2000; Chung et al. 2010).  
Zudem konnte ein Zusammenhang zwischen CXCL12 und MS hergestellt werden, indem 
CXCL12 auf Astrozyten und Blutgefäßen in Gebieten von aktiven und inaktiven MS-Läsionen 
nachgewiesen wurde. CXCL12 ist in der Cerebrospinalflüssigkeit von Patienten mit schubweise 
verlaufender MS erhöht (Krumbholz et al. 2006). Im Gegensatz dazu wurde erst kürzlich im 
EAE-Modell gezeigt, dass die Expression von CXCL12 durch die Entzündung und den 
ansteigenden Gehalt des Glykosaminoglykans Hyaluronan in den Läsionen unterdrückt wird. 
Hierbei wird betont, dass CXCL12 eine positive, schützende Funktion gegenüber den 
infiltrierenden entzündungstreibenden Zellen besitzt und eine verringerte 
Chemokinkonzentration die Autoimmunreaktion im zentralen Nervensystem verstärkt 
(Mueller et al. 2014). Vielleicht erklären Unterschiede zwischen EAE-Tiermodell und MS beim 
Patienten diese widersprüchlichen Daten, doch auf jeden Fall scheinen CXCR4 und sein 
Ligand CXCL12 in die Pathogenese dieser Erkrankung involviert zu sein. 
Auch im Fall von systemischem Lupus Erythematodes wurde eine Überexpression von CXCR4 
und CXCL12 nachgewiesen. Dabei ist CXCR4 sowohl im Tiermodell als auch in 
Patientenproben bei Monozyten, Neutrophilen und B-Zellen signifikant hochreguliert. CXCL12 
wurde besonders in Haut und Nieren detektiert, wo sich die CXCR4-positiven Immunzellen 
letztendlich anreichern (Wang et al. 2009; Wang et al. 2010; Chong und Mohan 2009).  
Die interstitielle Lungenerkrankung ist ein Sammelbegriff für Lungenleiden, die meist mit 
einer Fibrose verbunden sind, und ist hier interessant, da sie in Folge von 
Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder systemischem Lupus 
Erythematodes auftreten kann. Auch hier werden CXCR4 und CXCL12 vermehrt exprimiert, 
was zur Rekrutierung von Fibroblasten und Vorläuferzellen aus dem Knochenmark in die 
Lunge führt (Song et al. 2010). 
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1.4. Therapie von chronischen Entzündungen 
 
1.4.1. Aktuelle therapeutische Ansätze 
 
Eine beständige und unkontrollierte Entzündung führt zu Gewebezerstörung und ist an der 
Pathogenese von chronischen Entzündungen und Autoimmunerkrankungen beteiligt. Aktuelle 
pharmakologische Therapien konzentrieren sich meist auf die Aufbauphase der 
Immunantwort und zielen, in der Regel, auf eine Inhibierung der Infiltrierung von 
Immunzellen ab. Wirkstoffe sind hierbei oft Inhibitoren, welche die Produktion oder Funktion 
pro-entzündlicher Mediatoren behindern. Demzufolge handelt es sich hierbei um eine 
Vorbeugung oder Abschwächung der Entzündung.  
Ein aussichtsreicher Ansatz dafür ist, wie bereits erwähnt, die Beeinflussung des Netzwerkes 
aus Chemokinrezeptoren und ihren Liganden. Eine Blockade des Rezeptors oder ein 
anderweitiges Verhindern der Bindung des Liganden an den Rezeptor scheint daher eine 
attraktive Möglichkeit die unnötige Immunantwort zu unterdrücken. Problematisch ist hier 
allerdings die Komplexität, da ein Rezeptor oft verschiedene Liganden besitzt und ein Ligand 
verschiedene Rezeptoren binden kann. Antikörper können die Funktion von Chemokinen 
behindern, indem sie entweder den Rezeptor blockieren, den Liganden neutralisieren oder die 
GAG-Interaktion des Chemokins, also die Bindung zur extrazellulären Matrix, verhindern. Da 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren generell die am besten zu blockierenden Rezeptoren in der 
Pharmakologie repräsentieren, existieren zahlreiche weitere Peptide oder kleine Moleküle zur 
Inhibierung. Besitzt ein Chemokinrezeptor allerdings mehrere Liganden, welche 
unterschiedliche Bindungsstellen besitzen können, sind kleine Moleküle als konkurrierende 
Inhibitoren ungeeignet. Das Recycling des Rezeptors zu verhindern ist auch eine Möglichkeit, 
um die Aktivierung des Rezeptors zu unterbinden. Eine weitere Strategie beinhaltet die 
Mutation des N-Terminus von Chemokinen, so dass diese den Rezeptor noch binden, aber 
nicht mehr aktivieren können. Solche Chemokinrezeptor-Antagonisten werden als Muteine 
bezeichnet. Das Chemokin kann ebenso in seiner Matrix-Bindedomäne modifiziert werden, so 
dass es nicht mehr an GAG binden kann (Johnson et al. 2005). 
Nicht nur Chemokine, sondern auch andere pro-entzündliche Zytokine wie etwa TNF-α, sind 
Ziele für Wirkstoffe und können über Antikörper neutralisiert werden. Die Unterbindung der 
Rekrutierung von Leukozyten kann zudem über die Neutralisierung von Adhäsionsmolekülen 
wie LFA-1 oder VLA-4 erreicht werden. Dies verhindert die Transmigration von Immunzellen 
vom Blutgefäß ins entzündete Gewebe (Johnson et al. 2005). Die Blockade intrazellulärer 
Signalkomponenten, beispielsweise Kinasen wie PI3K, ist ein Angriffspunkt für kleine 
Moleküle und Inhibitoren wie Cyclosporin oder Steroide, da diese leicht in die Zelle gelangen 
können (Johnson et al. 2004). 
Neben den soeben genannten anti-entzündlichen Therapieansätzen, gibt es momentan auch 
große Bemühungen das Abklingen der Immunantwort bewusst zu beschleunigen. Die 
Beendigung der Immunantwort ist ein aktiver Prozess, welcher auf der Produktion und 
Aktivierung immunmodulatorischer und anti-entzündlicher Mediatoren und Signalwege 
beruht. Diese Mediatoren beinhalten Lipoxine, Resolvine, Protectine und Maresine, und 
werden unter der Bezeichnung „SPM“ (pro-resolving mediators) zusammengefasst. Dabei 
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kommt zur Verringerung der Rekrutierung von Immunzellen, zur Apoptose oder Umschaltung 
von Effektor- in Gedächtnistyp der nicht mehr benötigten Immunzellen, sowie zur Aktivierung 
von Aufräumarbeiten durch Makrophagen. Wirkstoffe, die hierfür entwickelt werden, können 
vollkommen gegensätzlich zu jenen Wirkstoffen für die Bekämpfung der akuten 
Entzündungsreaktion wirken. So werden hier meist Substanzen eingesetzt, die eine 
induzierende Wirkung besitzen, beispielsweise die Apoptose von Immunzellen, die Produktion 
anti-entzündlicher Moleküle oder die Rekrutierung von Makrophagen anregen (Sousa et al. 
2013; Alessandri et al. 2013).  
Beispiele für solche Wirkstoffe sind synthetische SPMs oder Glukokortikoide, welche die 
Akkumulation von Immunzellen hemmen, allerdings auch gleichzeitig Apoptose oder 
Phagozytose fördern (Vago et al. 2012; Chiang et al. 2012). Auch synthetische Lipide von 
Omega-3-Fettsäuren besitzen sowohl eine anti-entzündliche als auch eine 
entzündungsauflösende Wirkung. Sie limitieren die Zell-Akkumulation im Entzündungsgebiet, 
verstärken aber gleichzeitig auch die Bildung von SPMs und die Funktion von Makrophagen 
(Serhan 2014). Weitere Substanzen sind Inhibitoren der beteiligten Signalwege und hemmen 
unter anderem Komponenten wie PI3K, NF-κB oder ERK1/2. Noch ein Ansatzpunkt ist die 
Modulation des intrazellulären H2O2- oder cAMP-Gehalts genannt, was ebenfalls eine 
hemmende Wirkung auf die Immunantwort besitzt (Bystrom et al. 2008; Lopes et al. 2011). 
Ein Nachteil der Induktion von Apoptose und Phagozytose solcher Substanzen ist allerdings, 
dass ein fehlerhafter Eingriff sehr weitreichende negative Folgen haben kann und die 
Wirkstoffe deshalb gezielt eingesetzt werden müssen. 
In der Regel erfolgt die Verabreichung aller genannten Wirkstoffe systemisch und kann 
deshalb auch außerhalb des Zielortes wirken und zu Nebenwirkungen führen. Zudem wird die 
Substanz nicht vom Körper produziert und muss ständig neu aufgenommen werden, was 
gerade bei chronischen Erkrankungen lange Zeiträume in Anspruch nehmen kann. Eine 
Möglichkeit für eine möglichst spezifische und langfristige Wirkstoffzugabe bieten 
Zelltherapien. T-Lymphozyten und dendritische Zellen sind wichtige Mediatoren der 
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen und deshalb ideale Kandidaten dafür. Von großem 
Vorteil ist ihre antigenspezifische Migration zum Zielort sowie ihre „Homing“- und 
Gedächtnis-Fähigkeit. Im besten Fall erfolgt sogar eine Art Selbstregulation der verabreichten 
Zellen, durch Zellproliferation und Wirkstoffabgabe während akuten Entzündungsphasen und 
eine Abschwächung zu entzündungsfreien Zeiten. Die Zellen können ex vivo retroviral 
transduziert und anschließend intravenös wieder zugegeben werden. Immunregulatorische 
Proteine, welche in dieser Form verabreicht werden, können Zytokine (z.B. IL-4, IL-10, IL-12), 
Antikörper (z.B. anti-TNF), lösliche Rezeptoren (z.B. TNF-Rezeptoren) oder Antagonisten 
(z.B. Chemokinrezeptor-Antagonisten) sein (Kim et al. 2001; Costa et al. 2001; Tarner et al. 
2003). 
Weitere Methoden für den Transport und die Zugabe von Substanzen sind Nanopartikel, 
Liposomen oder die direkte Verabreichung „nackter“ DNA oder viraler Vektoren. Die Nachteile 
sind meist, dass die Verabreichung nicht Gewebe-spezifisch ist und ständig erneuert werden 
muss. Bei der Verwendung viraler Vektoren wird das Zielprotein zwar dauerhaft ins Genom 
integriert, jedoch können Immunreaktionen starke Probleme für den Patienten mit sich 
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bringen. Die Zelltherapie bietet daher die Möglichkeit einer dauerhaften, spezifischen und 
besser regulierbaren Alternative (Balicki und Beutler 2002; Tarner et al. 2003). 
Nach diesem Überblick zu therapeutischen Ansätzen zur Behandlung chronischer 
Entzündungen, wird im folgenden Abschnitt im Detail auf den Einsatz von Chemokinrezeptor-
Antagonisten eingegangen, da bei dieser Wirkstoffgruppe der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt. 
Generell ist für die Behandlung von Autoimmunerkrankungen noch nennenswert, dass häufig 




1.4.2. Einsatz von Chemokinrezeptor-Antagonisten 
 
In dieser Arbeit liegt der Fokus auf CXCR3 und CXCR4, aber auch andere 
Chemokinrezeptoren, wie CCR2 oder CCR5, sind interessante Ziele. Daher ist es keine 
Überraschung, dass bisher schon zahlreiche Untersuchungen und klinische Studien 
unternommen wurden, um Chemokinrezeptor-Antagonisten als Therapie einzusetzen. Leider 
wurde der Enthusiasmus in diesem Forschungsgebiet in den letzten Jahren durch einige 
Fehlschläge getrübt. Eine aktuelle Aufstellung klinischer Studien unter Verwendung von 
Chemokinrezeptor-Antagonisten als anti-entzündliche und anti-virale Wirkstoffe befindet sich 
in Tabelle 1.1 (Bachelerie et al. 2014). Im Bereich der HIV-Behandlung gibt es erfolgreiche 
klinische Studien aus Phase II und III mit CCR5-Antagonisten, wobei besonders der Inhibitor 
Maraviroc von Pfizer erwähnenswert ist (Fätkenheuer et al. 2005; Dorr et al. 2005). Im 
Gegensatz dazu waren die erfolgten Studien zu Autoimmunerkrankungen eher enttäuschend. 
So entwickelte Pfizer einen CCR1-Inhibitor für rheumatoide Arthritis (Brown et al. 2007), 
Berlex/Schering einen CCR1-Antagonisten für MS und Psoriasis (Zipp et al. 2006), Merck 
einen CCR2-Inhibitor für rheumatoide Arthritis und MS (Braddock 2007a, 2007b) sowie 
Amgen/ Tularik einen CXCR3-Antagonisten für die Behandlung von Psoriasis (Johnson et al. 
2007). Keine dieser Studien schaffte es bis in die Phase III klinischer Studien. 
Es existieren mehrere mögliche Gründe für das Scheitern dieser Chemokinrezeptor-
Antagonisten bei der Behandlung chronischer Entzündungen von Autoimmunerkrankungen. 
Eine denkbare Ursache ist die Schwierigkeit, eine ausreichend hohe Konzentration des 
Wirkstoffes im Plasma für eine Inhibierung des Rezeptors zu haben. Beispielsweise konnte für 
den CCR1-Antagonisten BX471 in der klinischen Studie Phase II für MS keine signifikante 
Wirkung gezeigt werden, trotz einer Rezeptor-Blockierung von 90% (Zipp et al. 2006). Diese 
Tatsache könnte damit erklärt werden, dass bereits die Aktvierung einiger weniger 
Immunzellen ausreichend ist, um die Pathogenese voranzutreiben. Zudem könnten vor allem 
Wirkstoffe von geringer Größe andere Proteine im Blutplasma binden und damit ihre 
Wirksamkeit verlieren. Dies konnte für den CXCR3-Antagonisten AMG-487 gezeigt werden 
und könnte den Misserfolg klinischer Studien zumindest teilweise erklären (Li et al. 2008). 
Um die Wirkstoffkonzentration am Wirkungsort besser dosieren und zudem Nebenwirkungen 
vermeiden zu können, wäre die Möglichkeit einer lokalen Applikationen sicher von Vorteil. 
Für diesen Zweck könnten Zelltherapien möglicherweise sehr hilfreich sein. 
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Von besonderer Bedeutung ist mit Sicherheit auch, dass die verwendeten Tiermodelle nicht zu 
100% den humanen Gegebenheiten entsprechen. Ein Beispiel dafür ist der Unterschied 
zwischen MS beim Menschen und EAE bei Nagetieren (Ransohoff 2006; Steinman und Zamvil 
2005). Unter anderem fehlt hier die Rolle von Myelin-spezifischen CD8+ Zellen, welche in der 
humanen Pathogenese von Bedeutung sind (Steinman 2001). Zudem ist CCR1 im humanen 
System vorwiegend bei Monozyten und aktivierten T-Zellen zu finden, beim Tiermodell wird 
dieser Rezeptor allerdings konstitutiv von Neutrophilen exprimiert (Levine und Saltzman 
1989). Für die Untersuchung von Psoriasis fehlt ebenfalls ein vergleichbares Tiermodell, was 
zu Diskrepanzen in der Wirksamkeit von Medikamenten führt (Boehncke und Schön 2007). 
Schwierigkeiten bereitet zudem die Heterogenität der zu therapierenden Erkrankungen. Zum 
Beispiel gibt es bei MS allein mind. vier verschiedene Demethylierungs-Muster die auftreten 
können (Lassmann et al. 2001). Zudem können die Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2, CCR5 
und CXCR3 in verschiedenem Ausmaß an der Pathogenese beteiligt sein, was wiederum eine 
individuelle Therapie fordert (Charo und Ransohoff 2006). Ebenso konnte für rheumatoide 
Arthritis eine Beteiligung von CCR1, CCR2, CCR5, CXCR2 sowie CXCR3 nachgewiesen werden 
(Szekanecz et al. 2006). Diese Beispiele zeigen deutlich, dass die Blockade eines 
Chemokinrezeptors oft unzureichend ist. Daher ist die gleichzeitige Blockade mehrerer 
Chemokinrezeptoren aussichtsreicher, um mögliche Kompensationsmechanismen vermeiden 
zu können. Für eine solche Kombinationstherapie können verschiedene Wirkstoffe neben 
einander oder sogenannte „duale Chemokinrezeptor-Antagonisten“ eingesetzt werden, welche 
gleichzeitig zwei verschiedene Rezeptoren inhibieren können. So existieren zum Beispiel 
Strukturen für eine Bindung an CCR1 als auch CCR3 (Naya et al. 2003). Auch im Bereich der 
Organtransplantation konnte gezeigt werden, dass eine gleichzeitige Hemmung von CCR5 und 
CXCR3 die Abstoßungsreaktion von Transplantaten signifikant vermindert (Schnickel et al. 
2008).  
Für eine gleichzeitige Blockade verschiedener Chemokinrezeptoren ist auch der Einsatz des 
viralen Proteins vMIP-II denkbar. Dieses stammt aus dem humanen Herpes Virus Typ 8 und 
besitzt die Besonderheit, gleichzeitig die Chemokinrezeptoren CXCR3, CXCR4 sowie CCR1, 
CCR2, CCR5 und CX3CR1 zu blockieren. Es besitzt zudem auch agonistische Funktion für 
CCR3 und CCR8. (Kledal et al. 1997; Weber et al. 2001; Rubant et al. 2006). Diese 
Rezeptorspezifitäten ermöglichen eine bevorzugte Blockade der Th1-vermittelten Entzündung, 
bei gleichzeitiger Aktivierung der Th2-vermittelten Immunantwort, um das humane 
Immunsystem nach Möglichkeit zu umgehen (Sozzani et al. 1998; Weber et al. 2001). 
Aufgrund seiner Entzündungs-hemmenden Wirkung, wurde vMIP-II erfolgreich nach 
Verletzungen im Gehirn und Rückenmark oder bei Transplantationen einsetzt. Aufgrund der 
erwähnten Rezeptorspezifitäten ist ein weiterer Einsatzbereich die HIV-Forschung (Weber et 
al. 2001; Takami et al. 2001; Pillai et al. 2008). 
Ein weiteres Problem ist, dass vor allem kleine Moleküle mit anderen G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren kreuzreagieren können. So konnte bei einem CCR1-Antagonisten eine zusätzliche 
Aktivierung von Adrenozeptoren, Adenosinrezeptoren, Dopaminrezeptoren und 
Muskarinrezeptoren nachgewiesen werden (Hesselgesser et al. 1998). Auch hier spielen 
Unterschiede zwischen humanen Chemokinrezeptoren und den vergleichbaren Rezeptoren im 
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Tiermodell eine Rolle. Antagonisten, welche eine hohe Affinität zu humanen Rezeptoren 
aufweisen, können eine viel geringer Affinität in anderen Spezies besitzen, was eine 
Untersuchung im Tiermodell deutlich erschwert. Diese Problematik trat z.B. sehr deutlich 
beim CCR1-Antagonisten CP-481,715 auf (Gladue et al. 2003). Eine Lösung hierfür könnte die 
Verwendung transgener Tiere mit humanen Rezeptoren sein. 
Letztendlich sind Chemokinrezeptor-Antagonisten noch immer erfolgversprechende 
Wirkstoffe, allerdings sollte ihr Einsatz effektiver, aber gleichzeitig auch besser reguliert 
ablaufen. Wichtig dabei ist sowohl mögliche Kompensationsmechanismen durch gleichzeitige 
Hemmung verschiedener Rezeptoren zu berücksichtigen, als auch die chronische Entzündung 
möglichst spezifisch und lokal zu bekämpfen.  
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Tabelle 1.1 Auswahl an Klinischen Studien mit Einsatz von Chemokinrezeptor-Antagonisten nach 
Bachelerie et al. (Bachelerie et al. 2014). (Alle Programme mit Peptiden sind extra mit ‡ 
gekennzeichnet; COPD = chronisch atemwegs-verengende Lungenkrankheit; IBD = 
Reizdarmsyndrom; MS = Multiple Sklerose; NHL = Non-Hodgkin-Lymphom; RA = Rheumatoide 
Arthritis) 








CCR1 Millennium II MLN 3701 MS keine Meldung 
CCR1 Millennium II MLN 3897 RA keine Effizienz 




II CCX354 RA laufende Studie 





keine Effizienz in RA, 
laufende Studie bei 
Atherosklerose und MS 
CCR2 Incyte I INCB8696 MS, Lupus keine Meldung 
CCR2 Incyte II INCB3284 
RA, Typ 2 
Diabetes 
keine Meldung 
CCR2 ChemoCentryx I CCX915 MS Studie beendet 
CCR2 Merck II MK-0812 RA, MS keine Effizienz 
CCR3 Dupont I DPC168 Asthma Studie unterbrochen 





CCR3 BMS I BMS-639623 Asthma laufende Studie 
CCR4 Amgen II KW-0761
‡
 Onkologie laufende Studie 
CCR4 GSK I GSK2239633 Asthma laufende Studie 
CCR5 Pfizer zugelassen Maraviroc HIV zugelassen 
CCR5 Pfizer II Maraviroc RA keine Effizienz 
CCR5 Schering-Plough II Sch-C RA keine Effizienz 
CCR5 Schering-Plough II Sch-D HIV Studie unterbrochen 
CCR5 GlaxoSmithKline III GW2239633 HIV Studie unterbrochen 
CCR5 Incyte II INCB9471 HIV Studie unterbrochen 
CCR5 Progenics II Pro 140
‡










Schering–Plough II SCH 527123 COPD laufende Studie 
CXCR1/ 
CXCR2 
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2. Zusammenfassung 
 
Die Pathogenese von Autoimmunerkrankungen ist mit einer Verstärkung der T-Zellmigration 
in das chronisch entzündete Gewebe assoziiert. Dabei spielt die veränderte Expression von 
Chemokinen eine entscheidende Rolle, was die Zellinfiltration und somit die 
Gewebezerstörung fördert. Von besonderem Interesse sind dabei die Chemokinrezeptoren 
CXCR3 und CXCR4 sowie ihre Liganden CXCL9, CXCL10, CXCL11 und CXCL12, was unter 
anderem bei Typ-1-Diabetes (Christen und Herrath 2004; Rhode et al. 2005), rheumatoider 
Arthritis (Burman et al. 2005) und MS (Elyaman et al. 2008; Moll et al. 2009) nachgewiesen 
werden konnte.  Ein therapeutischer Ansatz für die Behandlung chronischer Entzündungen ist 
daher der Einsatz von Chemokinrezeptor-Antagonisten. Bisher konnten solche Antagonisten 
im Bereich HIV und Transplantationen (Jamjian und McNicholl 2004; Flomenberg et al. 2010) 
erfolgreich getestet werden. Doch aufgrund von systemischen Nebeneffekten und 
Kompensationsmechanismen innerhalb der Chemokinrezeptor-Familie war der positive Effekt 
bei der Handlung von chronischen Entzündungen bisher leider begrenzt (Proudfoot et al. 
2010).  
Aufgrund solcher Rückschläge wurde in dieser Arbeit ein neuer therapeutischer Ansatz 
entwickelt. Dabei handelt es sich um eine Zelltherapie, welche eine spezifischere 
Verabreichung von Chemokinrezeptor-Antagonisten ermöglicht. Es sollen insbesondere die 
beiden Chemokinrezeptoren CXCR3 und CXCR4 gehemmt werden. Die Inhibierung der T-
Zellinfiltration erfolgt über die Blockade von CXCR3 durch den Chemokinrezeptor-
Antagonisten CXCL11(4-79), von CXCR4 durch CXCL12(P2G2) sowie durch das virale vMIP-
II, welches in der Lage ist, beide Rezeptoren zu blockieren. Der Fokus wurde während der 
gesamten Arbeit auf den CXCR3-Antagonisten CXCL11(4-79) gelegt. Im Detail sollen 
entzündliche T-Zellen diese Antagonisten lokal am Entzündungsort nach Antigen-spezifischer 
Zellaktivierung exprimieren, um somit einer weiteren T-Zellinfiltration entgegen zu wirken. In 
Abbildung 2.1 Ist ein Überblick dieses Konzeptes dargestellt. 
Um diesen Therapieansatz zu untersuchen, wurden die Antagonisten zunächst in lentivirale 
Konstrukte inseriert und anschließend in murine und humane T-Zellen mit Hilfe von 
lentiviralen Partikeln transduziert. Als Zielzellen wurden verschiedene T-Zelllinien sowie 
primäre CD4+ und CD8+ T-Zellen verwendet. Im folgenden Schritt wurde die Expression und 
Sekretion der Antagonisten mittels PCR auf mRNA-Ebene sowie Western Blot und ELISA auf 
Protein-Ebene nachgewiesen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Antagonisten von den 
verschiedenen T-Zellen produziert werden können. Bei dem erfolgreichen Nachweis der 
Proteinexpression und -sekretion wurde sich auf die Muteine CXCL11(4-79) und 
CXCL12(P2G2) konzentriert. Allerdings wurde hier gezeigt, dass die Expressionsrate des 
CXCR3-Antagonists deutlich höher im Vergleich zum CXCR4-Antagonisten ist. Für eine 
gezieltere Antagonist-Expression innerhalb des entzündeten Gewebes wurden zusätzlich 
Konstrukte mit einem IL-2 Promoterelement vor der Antagonist-Sequenz generiert. Diese 
Promotersequenz enthält Bindungsstellen für die Transkriptionsfaktoren NFAT und AP-1, 
welche erst nach Aktivierung der T-Zelle exprimiert werden. In Folge dieser Signalkaskade 
wird der Wachstumsfaktor IL-2 produziert, was die T-Zellproliferation noch weiter verstärkt. 
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Durch den Einsatz von Antigen-spezifischen T-Zellen kann somit eine gezielte Antagonist-
Produktion im Entzündungsherd erfolgen. In diesem Zusammenhang konnte mittels ELISA 
gezeigt werden, dass eine Expression der Antagonisten mit diesen Konstrukten erst nach 
Aktivierung der T-Zellen stattfindet. 
Im Anschluss an diese umfangreichen Vorversuche sollte schließlich die biologische Effizienz 
der von den T-Zellen sekretierten Antagonisten demonstriert werden. Dazu wurde ein 
Migrations-Assay eingesetzt, um die Hemmung der Chemokin-induzierten Zellmigration 
aufzeigen zu können. Nach Vorinkubation der für die Migration eingesetzten T-Zellen mit den 
Antagonisten CXCL11(4-79), konnte tatsächlich eine deutliche Hemmung der Zellmigration 
beobachtet werden. In zukünftigen Versuchen müsste auch die Wirkung der anderen 
Antagonisten untersucht werden. Außerdem wäre ein weiterer Schritt, diese Zelltherapie in 
relevanten Mausmodellen zu testen. 
Zusammenfassend zeigt diese Arbeit die ersten Ansätze für die Entwicklung einer neuen T-
Zell-basierten Therapie mit einem spezifischeren Einsatz von Chemokinrezeptor-Antagonisten 
für die Behandlung chronischer Entzündungen von Autoimmunerkrankungen. Durch den 
Einsatz verschiedener Antagonisten und durch die lokale Anwendung könnten bisherige 
Komplikationen besser vermieden werden, was eine Alternative zu den bisherigen Therapien 





Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der T-Zell-basierten Therapie für den Einsatz von 
Chemokinrezeptor-Antagonisten. Nach lentiviraler Transduktion inflammatorischer T-Zellen, werden 
diese ins Entzündungsgebiet rekrutiert. Vor Ort erfolgt nach Antigen-spezifischer Expansion die 
Produktion der Antagonisten, welche die weitere T-Zell-Infiltration inhibieren. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1. Molekularbiologische Methoden 
 
3.1.1. RNA Isolierung 
 
Die Gesamt-RNA proliferierender Zellen wurde durch Verwendung des RNA-Isolations-Kits 
(Peqlab) nach Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA wurde in sterilem H2O aufgenommen 
und die Konzentration am NanoDrop (Thermo Scientific) bei einer Wellenlänge von 260nm 
und 280nm gemessen. Für eine längere Aufbewahrung wurde RNA bei -80°C eingefroren. 
 
 
3.1.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die PCR (polymerase chain reaction) ist eine in vitro-Anwendung zur selektiven, 






Tabelle 3.1 Standard-PCR. 
Puffer (10X) 2,5 μl 
Taq-Poymerase (5 U/μl) 0,5 μl 
Primer (10 pmol/μl) je 0,5 μl 
MgCl2 (50 mM) 0,75 μl 
dNTPs (10mM) 0,5 μl 
cDNA 1 μl 
dest. H2O 18,75 μl 
 
     
Im Allgemeinen wurde die Standard-PCR in einem Gesamtvolumen von 25μl pro Probe mit 
einer finalen Konzentration an 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 0,5 μM pro Primer, 1X PCR-
Puffer und 5 U der Platinum Taq Polymerase (Invitrogen) in PCR-Cyclern von Biometra 
durchgeführt.  
Die PCR für den Nachweis der Chemokinrezeptor-Antagonisten mRNA wurde mit den Primern 
CXCL11_fw/rv, CXCL12_fw/rv sowie vMIP-II_fw/rv, bei 5 min 94°C mit anschließend 35 
Zyklen (30 s 94°C, 30 s 56°C, 30 s 72°C) und einer finalen Verlängerung von 5 min bei 72°C 
durchgeführt.  
Für die Vervielfältigung des IL-2-Promoterelements aus dem Plasmid IL-2 promoter luciferase 
(Plasmid 12194) von Addgene wurden die Primer MluI_fw und NheI_rv eingesetzt. Die PCR 
verlief für 2 min bei 94°C, anschließend über 25 Zyklen (30 s 94°C, 40 s 60°C, 30 s 72°C) und 
endete einer DNA-Polymerisation von 10 min bei 72°C. 
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Tabelle 3.2  Auflistung der verwendeten Oligonukleotide. 


















Reverse Transkriptase (RT)-PCR: 
 
Tabelle 3.3 RT-PCR. 
RT Puffer (10X) 2 μl 
Reverse Transkriptase (50 U/ml) 1 μl 
Random Primers (10X) 2 μl 
dNTPs (25X, 100mM) 0,8 μl 
RNA 1-2 μg 
dest. H2O x 
      
 
Die RT-PCR dient zur Amplifikation von RNA-Templates, welche in cDNA (copy-DNA) 
umgeschrieben werden. In dieser Arbeit wurde die RT-PCR zum Nachweis der Expression der 
Chemokinrezeptor-Antagonisten auf RNA-Ebene eingesetzt. Für die Durchführung RT-PCR 
wurde das „High-Capacity cDNA Reverse Transription Kit“ von Applied verwendet. Die RT-PCR 
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3.1.3. Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine horizontale Gelelektrophorese mit dem Sub-Cell GT 
Agarose Gel Electrophoresis System (Bio-Rad) für den Nachweis von PCR-Produkten und 
Plasmiden durchgeführt. Für eine gewünschte Gelkonzentration wurde Agarose mit 1x TAE 
Puffer versetzt und in der Mikrowelle aufgekocht, bis sich die Agarose vollständig löste. Die 
Agarose wurde auf etwa 80°C abgekühlt, mit GelRed (Biotium) versetzt, welches in den 
Doppelstrang interkaliert, und die Lösung in die vorgesehene Gelkammer gegossen. Ein 
Plastikkamm sorgte für die gewünschte Zahl an freibleibenden Taschen, in die nachher die 
Proben eingefüllt wurden. Das auspolymerisierte Gel wurde nach 20 Minuten mit TAE-Puffer 
überschichtet, der Kamm herausgezogen, die mit Ladepuffer versetzten DNA-Proben auf das 
Gel aufgetragen und die DNA bei einer Spannung von 75-100 V aufgetrennt. Als 
Größenstandard dienten HyperLadder II (Bioline) und 1 kb DNA Ladder (Invitrogen). Die 
Auswertung der Fragmente fand unter UV-Licht eines LTF Geldokumentationssystems statt.  
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3.2. Mikrobiologische Methoden 
 
3.2.1. Kultivierung von E.coli 
 
Für die Plasmidpräparation wurden die entsprechenden E.coli-Klone über Nacht bei 37°C in 
Antibiotikahaltigem LB-Medium (Roth) herangezogen. Dafür wurde das LB-Medium angesetzt 
und autoklaviert. Für die Herstellung von LB-Agarplatten wurde LB-Agar (Roth) ansesetzt, 
autoklviert, nach dem Abkühlen auf etwa 60°C mit 100μg/ml Ampicillin (Invitrogen) versetzt 
und anschließend die Lösung in sterile Platten gegossen. Bis zur Verwendung wurden die 





Für die Transduktion von T-Zellen mit den Chemokinrezeptor-Antagonisten wurde der 
lentivirale Expressionsvektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP von System Biosciences verwendet. 
Als potentielles Trägerplasmid für weiterführende Versuche wurde zudem der Vektor pTRIPZ 
eingesetzt. Die Sequenzen der Antagonisten wurden von Geneart der Firma Life Technologies 
synthetisiert und in dem Plasmid 11AADO2P_11xxx_12P2G2_vMIP_pMA-RG geliefert, das IL-
2-Promoterelement wurde in dem Plasmid IL-2 promoter luciferase (Plasmid 12194) von 
Addgene bestellt (Sequenz in Abbildung 4.1 D). 
 
Vektorverdau: 
Für den Verdau wurden jeweils 18 μg vom Vektor oder 10 μg vom Insert eingesetzt. Dabei 
wurden Restiktionsenzyme der Firma NEB verwendet. Die von den einzelnen Enzymen 
eingesetzten Mengen und Puffer-Bedingungen wurden von den Angaben des Herstellers, 
welche auch auf der Homepage angegeben werden, übernommen 
(http://www.neb.com/nebecomm/DoubleDigestCalculator.asp#.T5kEjtkrvGg). Generell erfolgte 
der Verdau in einer Gesamtmenge von 50 μl für 4 h bei 37°C. 
 
Gelaufreinigung: 
Im Anschluss an den Verdau wurde der Ansatz auf ein Agarosegel entsprechender Dichte 
aufgetragen und die Banden der korrekten Größe unter UV-Licht heraus geschnitten. Die 
Isolierung der DNA aus dem Gel erfolgte mit einem Gelextraktions-Kit (GenElute Gel 
Extraction Kit, Sigma-Aldrich). Nach der Elution in H2O konnte die DNA-Konzentration für 
den weiteren Einsatz gemessen werden. 
 
Ligation: 
In der Regel erfolgte die Ligation von Vektor und Insert in einem Verhältnis von 1:3 oder 1:5. 
Dabei wurden meist 100 ng des Vektors eingesetzt. Die Berechnung der Menge des Inserts 
erfolgte anhand folgender Gleichung, wobei hier von einem 1:3-Verhältnis ausgegangen wird: 
3 ×  𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 [𝑛𝑔]  ×  𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟𝑙ä𝑛𝑔𝑒 [𝑏𝑝]
𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑙ä𝑛𝑔𝑒 [𝑏𝑝]
  =  𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 [𝑛𝑔] 
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Der Ansatz erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 μl mit der T4 DNA Ligase und dem 
entsprechenden Puffer der Firma Fermentas bei 37°C für 3 h. Für die anschließende 
Transformation wurde der Ligationsansatz 1:5 in dest. H2O verdünnt. 
 
Transformation von E.coli: 
50 μl kompetente E.coli-Zellen (TOP10, Invitrogen Life Technologies) pro Ansatz wurden auf 
Eis aufgetaut, mit 1 μl Plasmid-DNA oder 4 μl Ligationsansatz versetzt und für 30 Minuten auf 
Eis inkubiert. Die Zellen wurden für 30 s einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt, 2 Minuten 
auf Eis abgekühlt, in 250 μl SOC-Medium aufgenommen und für eine Stunde bei 225rpm und 
37°C im Schüttler inkubiert. Anschließend wurden 20-200 μl auf Ampicillin-haltigen Platten 
ausplattiert und bei 37°C über Nacht herangezogen. 
 
Kolonie-PCR: 
Die Kolonie-PCR wird für den Nachweis einer erfolgreichen Ligation eingesetzt. Der Ansatz 
und die Primer entsprechen der Standard-PCR, anstatt der cDNA dient die E.coli-Kolonie als 




Für die Isolierung der Plasmid-DNA aus der positiven E.coli-Kolonie wurden 
Plasmidpräparations-Kits eingesetzt. Wurde nur eine geringe DNA-Menge benötigt, wurde das 
Mini-Präparations-Kit (GenElute Plasmid Miniprep Kit, Sigma-Aldrich), bei größerer Menge 
das Maxi-Präparations-Kit (JetStar2.0 Plasmid Maxiprep Kit, Genomed) verwendet. Die 
Durchführung erfolgte nach den Protokollen der Hersteller. Im Anschluss wurde die DNA-
Menge gemessen und das Plasmid sequenziert. 
 
Sequenzierung: 
Die DNA-Sequenzierung wurde für die Überprüfung einer erfolgreichen Klonierung 
verwendet. Dafür wurden 750-1500 ng Plasmid-DNA, 15 pmol Primer und dest. Wasser in 
einem Gesamtvolumen von 15 μl bei der Firma MWG eingeschickt. Für die Sequenzierung der 
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP Konstrukte wurden folgende Oligonukliotide eingesetzt: 
CXCL11_fw/rv, CXCL12_fw/rv, vMIP-II_fw/rv, MluI_fw, NheI_rv und pCDH1_fw/rv. Die 
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Abbildung 3.1 Ausgangsvektoren für die Klonierung der Chemokinrezeptor-Antagonisten (CRA)-
exprimierenden Konstrukte. (A) Das Trägerplasmid pCDH1-MCS1-EF1-copGFP stammt von System 
Biosciences. Die einzelnen Abkürzungen sind in Tabelle 3.4 erklärt. (B) Vektorkarte des lentiviralen 
Trägerplasmids pTRIPZ von Thermo Scientific Open Biosystems. Die einzelnen Abkürzungen sind in 
Tabelle 3.5 erklärt. (C) Die Sequenzen der CRA wurden bei Geneart der Firma Life Technologies 
synthetisiert und in dem Plasmid 11AADO2P_11xxx_12P2G2_vMIP_pMA-RG, getrennt durch 
verschiedene Restriktions-schnittstellen, in einem Plasmid geliefert. 
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Tabelle 3.4 Auflistung der einzelnen Bestandteile des Trägerplasmids pCDH1-MCS1-EF1-copGFP mit 




Ermöglichung der viralen Verpackung und Transkription 
(hybrid RSV promoter-R/U5 long terminal repeat) 
gag Verpackungssignal 
RRE Beteiligung an Verpackung viraler Transkripte (rev response element) 
cPPT Beteiligung bei nukleärer Translokation und Integration ins Genom 
CMV Konstititiver Promoter des Cytomegalovirus (CMV) für cDNA-Insert 
EF1 Konstitutiver Promoter für Reportergen (elongation factor 1α promoter) 
copGFP Fluoreszenz-Reportergen (copepod green fluorescent protein) 
WPRE Erhöhung der Transkript-Stabilität (woodchuck hepetitis virus  
  posttranscriptional regulatory element) 
3' ΔLTR Ermöglichung der viralen reversen Transkription 
SV40 Poly-A Beendigung der Transkription und Signal für Polyadenylierung 
SV40 Ori Ermöglichung der episomalen Replikation in eukaryotischen Zellen 
pUC Ori Ermöglichung einer hohen Kopienzahl in E.coli 




Tabelle 3.5 Auflistung der einzelnen Bestandteile des Trägerplasmids TRIPZ mit der jeweiligen 
Funktion. 
Abkürzung Funktion 
shRNAmir Position für die einzusetzende mikro-RNA 
TRE Tetrazyklin-induzierbarer Promoter  
rtTA3 Reverser Tetrazyklin-Transaktivator  
UBC promoter  Konstitutiver Promoter für die Expression von rtTA3 und IRES-Puro  
cPPT Beteiligung bei nukleärer Translokation und Integration ins Genom 
WRE Erhöhung der Transkript-Stabilität und -Translation 
turbo RFP Fluoreszenz-Reportergen (turbo red fluorescent protein) 
Puror  Puromycin-Resistenz für Selektion in eukaryotischen Zellen 
AMPr  Ampicillin-Resistenz für Selektion in E.coli 
5'LTR Ermöglichung der viralen Verpackung und Transkription (5' long terminal 
repeat ) 
pUC ori Ermöglichung einer hohen Kopienzahl in E.coli 
SIN-LTR Verhinderung der unkontrollierten Virus-Amplifikation (3' Self inactivating long 
terminal repeat) 
RRE  Beteiligung an Verpackung viraler Transkripte (rev response element) 
ZEOr  Zeomycin-Resistenz für Selektion in E.coli 
MATERIAL UND METHODEN 
  35 
3.3. Zellbiologische Methoden 
 
3.3.1. Kultivierung von murinen und humanen Zelllinien 
 
Tabelle 3.6 Kulturmedium für murine und humane Zelllinien 
IF12: RPMI 1640 (Glutamax) 
1% Penicillin/ Streptomycin 
1% nicht-essentielle Aminosäuren 
10% Fötales Kälberserum (FCS) 
20 U/ml rekombinantes humanes IL-2 
 
Jurkat: RPMI 1640 (Glutamax) 
1% Penicillin/ Straptomycin 
10% Fötales Kälberserum (FCS) 
 
EL-4: RPMI 1640 (Glutamax) 
1% Penicillin/ Straptomycin 
5% Fötales Kälberserum (FCS) 
 
K562: RPMI 1640 (Glutamax) 
1% Penicillin/ Straptomycin 
10% Fötales Kälberserum (FCS) 
 
HEK293T: DMEM (high glucose) 
1% Penicillin/ Straptomycin 
10% Fötales Kälberserum (FCS) 
 
   
Der Th1-Zellklon IF12 wurde in Balb/c Mäusen generiert, die subkutan mit „Komplettes 
Freunds Adjuvans“/Ovalbumin immunisiert wurden. Nach Extraktion der regionalen 
Lymphknoten und Vereinzelung der Zellen wurde dieser durch klonale Expansion 
weitergeführt. Charakterisiert wurde der Klon als Th1-Gedächtniszelle vom central memory 
Typ.  
Jurkat-Zellen sind eine Leukämie-Zelllinie menschlicher T-Zellen, bei K562 handelt es sich um 
eine humane myeloische Leukämie-Zelllinie und EL-4 sind eine murine Thymus Lymphom 
Zelllinie.  
Bei HEK293 handelt es sich um eine Zelllinie menschlicher embryonaler Nierenzellen 
("Human Embryonic Kidney"). Die Linie HEK293T exprimiert zusätzlich das "SV40 large T-
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3.3.2. Isolierung muriner Milzzellen 
 
Tabelle 3.7 Kulturmedium für murine Milzzellen. 
Iscove Basal Medium 
1% Penicillin/ Straptomycin 
1% nicht-essentielle Aminosäuren 
2 mM Glutamin 
1 mM Natrium-Pyruvat 
50 μM ß-Mercaptoethanol 
5% Fötales Kälberserum (FCS) 
 
 
Tabelle 3.8 ACK-Puffer 
0,5 M NH4Cl 
10 mM KHCO3 
0,1 mM Na2EDTA 
  
  
Weibliche C57BL/6 Mäuse wurden nach Narkotisierung mit Isofluran durch zervikale 
Dislokation getötet. Anschließend wurde die Milz unter sterilen Bedingungen entnommen und 
in serumfreien Medium aufgenommen. In einem Potter wurden die Milzzellen durch 
vorsichtige Drehbewegungen des Pistills isoliert und danach filtriert (70μm). Nach 
Zentrifugation bei 1500 U/min für 10 min wurde das Pellet für 3 min bei 37°C in 2 ml ACK-
Puffer inkubiert um die Erythrozyten zu entfernen. Durch Zugabe von 5 ml serumhaltiges 
Medium wurde die Reaktion gestoppt, das Pellet im Anschluss zweimal in serumfreien 
Medium gewaschen und die Milzzellen bis zur weiteren Verwendung in Milzmedium bei 4 
Mio. Zellen/ml kultiviert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer ermittelt. 
 
 
3.3.3. Magnetische Aufreinigung von T-Zellen 
 
Tabelle 3.9 Medium für T-Zellaufreinigung 
PBS 
1mM EDTA 
2% Fötales Kälberserum (FCS) 
  
  
Die zytotoxischen T-Zellen wurden mittels Negativselektion aus den isolierten Milzzellen, 
unter Verwendung des “EasySep® Mouse CD8+ T Cell Isolation Kit” (STEMCELL 
Technologies), nach dem mitgelieferten Protokoll gewonnen. Die Zellanreicherung erfolgte 
durch Isolierung aller übrigen Zelltypen anhand magnetischer Antikörper-Komplexe für CD4, 
CD11b, CD11c, CD19, CD45R/B220, CD49b, TCRγ/δ und TER119. 
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3.3.4. Kultivierung von primären T-Zellen 
 
Tabelle 3.10 Kulturmedium für primäre murine T-Zellen 
RPMI 1640 (Glutamax) 
1% Penicillin/ Straptomycin 
1% nicht-essentielle Aminosäuren 
2 mM Glutamin 
1 mM Natrium-Pyruvat 
50 μM ß-Mercaptoethanol 
10% Fötales Kälberserum (FCS) 
  




3.3.5. Zellstimulierung für T-Zellaktivierung 
 
Die T-Zellaktivierung erfolgte durch Stimulierung mit Anti-CD3/28 oder PMA/Ionomycin für 
4-72 h. Eine Behandlung mit Anti-CD3/28 wurde entweder mit löslichem Anti-CD3 (1 μg/ml, 
BD) und Anti-CD28 (2,5 μg/ml, eBioscience) oder mit Anti-CD3/28-gekoppelten 
magnetischen Kügelchen durchgeführt. Die PMA/Ionomycin-Stimulierung erfolgte durch 
Zugabe von 1 nM PMA (Sigma) und 1 μM Ionomycin (LC Laboratories) ins Zellkulturmedium. 
 
Für die Stimulierung der primären Zytotoxischen T-Zellen wurden ausschließlich Anti-
CD3/28-gekoppelte magnetische Kügelchen eingesetzt. Dafür wurden zunächst „M-450 Epoxy 
Dynabeads“ (Invitrogen) mit Anti-CD3 (Klon: 145-2C11) und Anti-CD28 (Klon: 37.51) 
gekoppelt. 1 ml der magnetischen Kügelchen wurde 3-5x mit PBS im Magnetständer 
gewaschen und in 1 ml PBS aufgenommen. Nach Zugabe von je 60 μg Anti-CD3/28 wurde die 
Lösung für 16-24 h bei 37°C im Rotator inkubiert. Die Antikörper-gekoppelten Kügelchen 
wurden dreimal in 0,1% MSA (Maus Serum Albumin, Calbiochem) in PBS für 5 min bei RT im 
Rotator gewaschen und geblockt, die Inkubation beim letzten Waschschritt betrug 16-24 h bei 
2-8°C. Nach Aufnahme in 1 ml frischem 0,1% MSA/PBS konnten die magnetischen Kügelchen 
bei 4°C gelagert werden. 
Für die Stimulierung von 5x106 Zellen wurden 15x106 Kügelchen eingesetzt. Die benötigte 
Menge wurde zweimal in PBS gewaschen und im Anschluss daran die magnetischen 
Kügelchen in der Zellsuspension aufgenommen. Die Zellstimulierung erfolgte für 24 h in 
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3.3.6. Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 
Zur Inkulturnahme der Zellen wurden zunächst die Kryoröhrchen aus dem Stickstofftank 
genommen und im Wasserbad bei 37 °C kurz aufgetaut bis nur noch eine erbsengroße Menge 
gefroren war. Anschließend wurde das Kryoröhrchen mit 80%igem Ethanol desinfiziert und 
die Zellen rasch in ein 50 ml Falconröhrchen mit 5 ml FCS pipettiert. Die Zellen wurden für 3 
min bei 1200 U/min zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in 20-30 ml des entsprechenden 
Mediums resuspendiert und in eine Zellkulturflasche (T75) überführt. Die Zellen wurden bei 
37 °C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert und alle 3-4 Tage gesplittet. 
 
Zum Wegfrieren wurden die Zellen pelletiert und in Gefriermedium (jeweiliges 
Zellkulturmedium mit 20% FCS und 10% DMSO) aufgenommen und in sterile 
Gefrierröhrchen abgefüllt. In speziellen Isopropanol-haltigen Einfrierboxen wurden die Zellen 




3.3.7. Lentivirale Transduktion von T-Zellen 
 
Virusproduktion: 
Für die Virusproduktion wurden HEK293T Zellen verwendet. Zunächst wurden 6x106 Zellen 
in 8 ml Zellkulturmedium pro Zellkulturschale (Ø 10cm) ausgesät. Am darauffolgenden Tag 
erfolgte die Transfektion des Trägerplasmids, sowie der zwei lentiviralen 
Verpackungsplasmide M334 und pMD2.VSV.G (Plasmid Factory) mittels Polyethylenimin 
(PEI). Für jede Zellkulturschale wurden zum einen 7,5 μg M334, 3 μg pMD2.VSV.G und 10 μg 
des Trägerplasmids und zum anderen 25 μg PEI in jeweils einem Gesamtvolumen von 525 μl 
DMEM Medium gemischt. Anschließend wurden DNA- und PEI-Mischung vereint, 20-30 min 
bei RT inkubiert, mit 3,95 ml DMEM Medium aufgefüllt und die 5 ml vorsichtig zu den Zellen 
gegeben. Nach ca. 16 h wurde das Transfektionsmedium entfernt und 5 ml Zellkulturmedium 
zugegeben. Der Zellüberstand mit den produzierten Viruspartikeln wurde nun nach 24 und 48 
h gesammelt, filtriert (45 μm) und für die Transduktion eingesetzt. 
 
Transduktion von T-Zelllinien (für IF12 optimiert): 
Da die Zelllinien beliebig vermehrt werden können, erfolgte die Transduktion mit geringer 
Zellzahl in 96-Loch-Platten. Um eine möglichst hohe Viruskonzentration zu erhalten, wurde 
der Virusüberstand einkonzentriert. Dazu wurde der Zellüberstand mit den Viruspartikeln für 
90 min bei 23000 rpm und 4°C zentrifugiert, das Pellet in 250 μl RPMI 1640 Medium 
aufgenommen, 10 min inkubiert und 50-100 Mal auf- und abpipettiert. Der einkonzentrierte 
Virusüberstand wurde unverdünnt, 1:5- und 1:25-verdünnt eingesetzt. 
Die Zielzellen wurden mit je 2x104 Zellen in 200 μl Zellkulturmedium ausgesät. Nach Zugabe 
von je 50 μl des Virusüberstands, wurde die Platte für 90 min bei 1500 rpm und 32-34°C 
zentrifugiert und schließlich über Nacht im Brutschrank inkubiert. Die Überprüfung der 
Transduktionseffizienz erfolgte nach 2-3 Tagen mittels FACS-Messung GFP-positiver Zellen. 
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Transduktion von primären T-Zellen: 
Um möglichst viele primäre T-Zellen auf einmal transduzieren zu können, erfolgte die 
Transduktion in 24-Loch-Platten. Zudem wurde der Virusüberstand nicht einkonzentriert, 
damit kein Verlust entsteht. Die Zielzellen wurden mit je 5x105 Zellen in 500 μl 
Zellkulturmedium ausgesät und mit je 500 μl Virusüberstand für 90 min bei 1500 rpm und 32-
34°C zentrifugiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen abzentrifugiert und erneut in 
je 500 μl Zellkulturmedium und Viruspartikel-enthaltendem Überstand für 60 min bei 1500 
rpm und 32-34°C zentrifugiert. Die Überprüfung der Transduktionseffizienz erfolgte 1-2 Tage 
nach der Transduktion durch FACS-Messung GFP-positiver Zellen. Je nach Notwendigkeit 






Tabelle 3.11 Chemotaxismedium. 
RPMI 1640 (Glutamax) 
1% Penicillin/ Streptomycin 




Der Chemotaxis-Assay ist die Standardmethode für die Untersuchung von Chemokin-
induzierter Zellmigration. Für den durchgeführten Migrationsassay wurde das sterile 96-
Transwellsystem von Corning verwendet. Dieses besteht aus einer 96-Loch-Mikrotiterplatte, 
einer 96-Loch-Einsatzplatte und einem Deckel. Die Böden der Einsatzplatte bestehen aus einer 
zellpermeablen Polycarbonatmembran (3,0 μm Poren), welche 1 h vor dem Versuch auf der 
unteren Seite mit jeweils 10 μl Fibronektinlösung beschichtet wurden. Im ersten Schritt des 
Experiments wurden die unteren Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit 235 μl 
Chemotaxismedium befüllt. Danach wurde die Einsatzplatte in die Mikrotiterplatte eingesetzt, 
und jeweils 75 μl einer Zellsuspension des Th1-Zellklons IF12 in die Vertiefungen der 
Einsatzplatte pipettiert. Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 2x105 Zellen/75μl in 
Chemotaixsmedium eingestellt. 
Je nach Versuchsaufbau wurden Chemokine und Chemokinrezeptor-Antagonisten der unteren 
bzw. der oberen Kammer zugesetzt. Nach dem vollständigen Befüllen des Einsatzes wurde das 
System mit dem Deckel abgeschlossen und für 2 h in den Zellkulturschrank bei 37°C und 5% 
CO2 gestellt. Nach der Inkubationszeit wurde die komplette Einheit für 2 min bei 700 U/min 
zentrifugiert und der Einsatz aus der unteren Platte vorsichtig entnommen. Für die Färbung 
der Zellen wurden die Zellsuspensionen der unteren Platte mit einer Mehrkanalpipette in eine 
96er-Mikrotiterplatte (V-Boden) transferiert. Die 96er-Mikrotiterplatten (V-Boden) wurden für 
2 min bei 1600 U/min zentrifugiert und der Überstand abgeschüttet. Nach dem Verwerfen des 
Überstandes wurden die Zellpellets durch leichtes Anschlagen der Platte an eine Tischkante 
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aufgelockert. Die Zellen wurden zweimal mit 175 μl 2mM EDTA in PBS pro Vertiefung 
gewaschen und für 2 min bei 1.600 U/min zentrifugiert.  
Für die Messung am Durchflusszytometer wurden die aufgelockerten Zellpellets mit je 175 μl 
FACS-Fixierpuffer versetzt. Der FACS-Fixierpuffer enthält zudem pro 175 μl 1x104 mit 
Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester (CFSE) gefärbte IF12-Zellen, die der Probe als interner 
Standard dienen. Die Proben wurden anschließend aus der 96-V-Bottom-Mikrotiterplatte in 5 
ml-Röhrchen (BD) pipettiert und bei 4°C bis zur FACS Messung gelagert. Für die Auswertung 
wurde zunächst ein Gate 1 in einem Dot Blot für Vorwärts- (FSC) und Seitwärtsstreulicht 
(SSC) so gesetzt, so dass alle intakten Zellen - jedoch keine toten Zellen bzw. Zellfragmente - 
von diesem erfasst wurden. Als nächstes wurde ein Gate 2 in einem Histogramm für den 
Fluoreszenzkanal 1 so definiert, dass alle CFSE-gefärbten Zellen, aber keine ungefärbten 
Zellen in diesem Gate lagen. Die Analyse stoppte automatisch nach dem Erfassen von 2000 
Zellen innerhalb von Gate 2.  
Die Daten der Messungen wurden als .fsc-Dateien gespeichert und mit dem Analyseprogramm 
FlowJo 7.6 ausgewertet. Hierfür wurde die Anzahl der nicht CFSE-gefärbten intakten Zellen 
im Verhältnis zum gefärbten Standard bestimmt. Aus den Werten gleicher Proben wurde der 
Mittelwert berechnet, und die Mittelwerte aus mehreren Experimenten statistisch ausgewertet 
und zur graphischen Darstellung verwendet. 
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ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) wurde für den Nachweis von CXCL11, CXCL12 
und IL-2 im Zellkulturüberstand verwendet. Alle durchgeführten Versuche erfolgen mit den 
ELISA-Kits von Raybiotech (Mouse I-TAC ELISA, Mouse SDF-1 alpha ELISA) und R&D (Mouse 




3.4.2. Western Blot Analyse 
 
Tabelle 3.12 Lysispuffer. 
10 mM Hepes (pH-Wert = 7,9) 
10 mM KCL 
0,1 mM EDTA 
dest. Wasser 
    
 
Th1-Zellen wurden für 4 min bei 1200 U/min abzentrifugiert, in eiskaltem PBS gewaschen 
und die Zellen auf Eis gestellt. Anschließend wurde das Zellpellet in 100-250 μl Lysispuffer 
resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe einer 10%igen NP40-Lösung (6,6 
μl/ 100 μl Lysispuffer) wurden die lysierten Zellen bei 13000 g für 15 min zentrifugiert, die 
Überstände gesammelt und die Proteinkonzentration nach Herstellerprotokoll mittels BCA 
(Bicinchoninsäure; Thermo Scientific, Rockford, USA) bestimmt.  
Für jede Probe wurden 10-50 μg Protein mit Laemlipuffer gemischt, auf einem 15 %-igen SDS-
Polyacrylamidgel (SDS = Natriumdodecylsulfat) elektrophoretisch aufgetrennt (SDS-PAGE) 
und auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid) geblottet. Die Blots wurden mit 2,5% 
Milchpulver oder 5% BSA in Tris-buffered saline (TBS)-Tween 20 Puffer geblockt und 
sequentiell mit Anti-CXCL11, Anti-CXCL12, Anti-vMIP-II (R&D Systems) oder Anti-ß-Tubulin 
(Santa Cruz) über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Membranen für 1h 
mit Meerrettichperoxidase-konjugiertem Esel Anti-Kaninchen IgG (GE-Healthcare) oder Esel 
Anti-Ziege IgG (Santa Cruz) inkubiert, umgehend mit Chemolumineszenzreagenz (ECL kit, 
GE-Healthcare) versetzt und fotografische Aufnahmen erstellt. Um die Membranen ein 
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3.4.3. Durchflusszytometrie 
 




                               + 1% PFA (FACS-Fixierpuffer) 
   
 
Die zu färbenden Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, umgehend mit einem Fc-
Rezeptor-Antikörper (Becton Dickinson) für 5 min bei 4 °C inkubiert und danach mit den 
folgenden Antikörpern (konjugiert mit Fluorochromen) für 30 min bei 4 °C gefärbt: Ratte 
Anti-Maus CXCR3-APC, Ratte Anti-Maus CXCR4-FITC, Ratte IgG2a-APC, Ratte IgG2b-FITC 
(R&D Systems), Anti-Maus CD4-PE, Anti-Maus CD8-APC-Cy7. Nach zweifachem Waschen 
FACS-Puffer wurden die Zellen mit FACS-Fixierpuffer fixiert. Die Messungen erfolgten an 
einem FACS-Canto II Gerät (Becton Dickinson) und die dabei erhaltenen .fsc-Datein wurden 






Für die Darstellung der Ergebnisse und die Untersuchung der statistischen Signifikanz der 
wurde das Programm GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., USA) verwendet. Die 
Mittelwerte der Versuche wurden in ± SD dargestellt. Für die Chemotaxis-Assays wurde 2way 
ANOVA zur Berechnung der Signifikanzen eingesetzt (*P < 0.05; **P < 0.01 and ***P < 
0.001). 
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4. Ergebnisse 
 
4.1. Klonierung der verwendeten lentiviralen Konstrukte 
 
4.1.1. Chemokinrezeptor-Antagonisten CXCL11(4-79), CXCL12(P2G29) und vMIP-II 
 
In diesem Projekt wurde mit drei verschiedenen Chemokinrezeptor-Antagonisten gearbeitet. 
Darunter befinden sich die Muteine CXCL11(4-79) und CXCL12(P2G2), sowie das virale 
Protein vMIP-II. Die beiden Muteine besitzen Mutationen innerhalb ihrer N-terminalen 
triggering-Domäne, so dass CXCL11(4-79) insbesondere den Rezeptor CXCR3 und 
CXCL12(P2G2) den Rezeptor CXCR4 noch binden, jedoch nicht mehr aktivieren kann. Beide 
Muteine besitzen zudem CXCR7 als Rezeptor, wobei dessen Bedeutung bei T-Zellen und 
chronischen Entzündungen noch unzureichend bekannt ist. CXCL11(4-79) enthält eine 
Deletion der ersten drei Aminosäuren, CXCL12(P2G2) besitzt eine Punktmutation, indem die 
Aminosäure Prolin an Position zwei gegen Glycin ausgetauscht wurde. Das vom humanen 
Herpes Virus Typ 8 (HHV8) stammende vMIP-II besitzt ein breiteres Spektrum an 
Angriffszielen. So kann es CXCR3 und CXCR4 als auch CCR1, CCR2, CCR5 und CX3CR1 
blockieren. Zudem besitzt es agonistische Funktion für die Rezeptoren CCR3 und CCR8. Die 
Wirksamkeit dieser Antagonisten konnte bereits in unserer Arbeitsgruppe, sowie auch von 
anderen Laboren demonstriert werden (Rubant et al. 2006; Kohler et al. 2008). Eine 
Übersicht der verwendeten Antagonisten und ihren Rezeptorspezifitäten befindet sich in 
Tabelle 4.1. 
Die Sequenzen der Antagonisten wurden von „Geneart“ (life technologies) synthetisiert und 
die murinen Signalpeptide für das Ausschleusen aus der Zelle am N-Terminus ergänzt. Das 
verwendete IL-2-Promoterelement stammt von der Firma „Addgene“ (Plasmid 12194: IL-2 
promoter luciferase). Diese Sequenzen sind in Abbildung 4.1 dargestellt und wurden für die 
Klonierung der lentiviralen Konstrukte verwendet. 
 
 
Tabelle 4.1 Übersicht der eingesetzten Chemokinrezeptor-Antagonisten, ihrer Herkunft und 
Rezeptorspezifitäten. 
Bezeichnung Herkunft antagonistische Wirkung agonistische Wirkung 
 CXCL11(4-79)  murines CXCL11  CXCR3 (CXCR7)  - 
 CXCL12(P2G2)  murines CXCL12  CXCR4 (CXCR7)  - 
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Abbildung 4.1  Nukleotidsequenzen der verwendeten Chemokinrezeptor-Antagonisten (A) CXCL11(4-
79), (B) CXCL12(P2G2) und (C) vMIP-II mit ihren entsprechenden Signalpeptiden (unterstrichen). (D) 
Sequenz des eingesetzten IL-2-Promoterelements, welches Bindungsstellen für die 





  45 
4.1.2. Klonierung der auf pCDH1-MCS1-EF1-copGFP basierenden Konstrukte 
 
Für die Untersuchungen der Antagonist-Produktion durch T-Zellen wurde das lentivirale 
Trägerplasmid pCDH1-MCS1-EF1-copGFP der Firma System Bioscience, dessen Karte und 
Bestandteile in Abbildung 3.1 A dargestellt sind, verwendet. Die Sequenzen der 
Chemokinrezeptor-Antagonisten CXCL11(4-79), CXCL12(P2G2) und vMIP-II wurden im 
Plasmid 11AADO2P_11xxx_12P2G2_vMIP_pMA-RG erhalten und sind in diesem durch 
verschiedene Restriktionsschnittstellen voneinander getrennt und konnten daher einzeln 
herausgeschnitten werden (Abbildung 3.1 C). Jede Antagonist-Sequenz ist zusätzlich von den 
Restriktionsschnittstellen für EcoRI und BamHI flankiert und wurde über diese Schnittstellen 
in den Expressionsvektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP ligiert.  
Die Sequenz des IL-2-Promoterelements wurde über PCR aus dem Plasmid „IL-2 promoter 
luciferase“ (Plasmid 12194) von „Addgene“ mit den Primern MluI_fw und NheI_rv 
vervielfältigt. Dieses PCR-Produkt wurde unter Verwendung des TOPO TA Cloning-Kits 
(Invitrogen) in den Vektor pCR2.1-TOPO inseriert (IL-2-promoter_CR2.1-Topo). Nach dem 
Verdau von pCDH1-MCS1-EF1-copGFP mit ClaI und IL-2-promoter_CR2.1-Topo mit MluI 
erfolgte eine Auffüll-Reaktion mit der T4-DNA Polymerase, um ein „glattes Ende“ am DNA-
Doppelstrang zu erhalten. Im Anschluss daran wurden beide Ansätze mit dem Enzym NheI 
verdaut und mittels Ligation zusammengefügt. 
Im Anschluss an jeden Verdau wurde das DNA-Fragment bzw. der Vektor über ein Agarose-
Gel aufgereinigt. Jede Ligation erfolgte für 3h bei RT mit einem DNA-Fragment zu Vektor-
Verhältnis von 3:1 oder 5:1 bei 100 ng Vektor-DNA. Nach der Transformation wurden positive 
Klone über Kolonie-PCR ermittelt und nach einer Mini-Plasmidpräparation sequenziert. Im 
Fall einer korrekten Sequenz wurde das Plasmid über Maxi- Plasmidpräparation vervielfältigt 
und nach erneuter Sequenzierung für die Transduktion eingesetzt. 
Nach diesen Klonierungsschritten standen Konstrukte für konstitutive (Abbildung 4.2 B) als 
auch für induzierbare (Abbildung 4.2 C) Expression der Antagonisten zur Verfügung. Durch 
Insertion des IL-2-Promoterelements (IL-2p) soll die Expression der Zielsequenz ausschließlich 
nach vorangegangener T-Zellaktivierung erfolgen, wobei die Transkriptionsfaktoren NFAT 
und AP-1 an der Promotersequenz binden. Zusätzlich enthalten die Konstrukte das 
fluoreszierende Markerprotein copGFP. Dieses ermöglicht anhand Fluoreszenzmikroskopie 
oder FASC-Messung eine leichte Identifizierung derjenigen Zellen, welche das Konstrukt 

















Abbildung 4.2 Lentivirale Konstrukte des Trägerplasmids pCDH1-MCS1-EF1-copGFP. (A) Ausschnitt 
der Sequenz des Ursprungsvektors. (B) Die verschiedenen Chemokinrezeptor-Antagonisten (CRA) 
wurden in den Ursprungsvektor eingefügt, (C) sowie bei den induzierbaren Konstrukten der CMV-




4.1.3. Klonierung weiterer lentiviraler Konstrukte 
 
Als weiterer Ausgangsvektor für Chemokinrezeptor-Antagonist enthaltende Konstrukte diente 
pTRIPZ (Abbildung 3.1 B). Dieser enthält ebenfalls ein fluoreszierendes Markergen (tRFP) für 
die Überprüfung der Transduktionseffizienz, sowie ein induzierbares Kontrollsystem. Durch 
Verwendung eines Tetrazyklin-induzierbaren Promoters (TRE) und des reversen Tetrazyklin-
Transaktivators (rtTA3) können Sequenzen, welche sich stromabwärts des TRE befinden, 
ausschließlich nach externer Zugabe von Tetrazyklin abgelesen werden. Dieses Kontrollsystem 
ist von Vorteil, da es eine unnötige Expression des Wirkstoffs vermeiden kann. Allerdings ist 
dieser Vektor mit 13320bp sehr groß und deshalb oft schwer in Zielzellen zu integrieren.  
Abbildung 4.3 veranschaulicht die vorgenommenen Veränderungen an pTRIPZ. Zunächst 
wurde die interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) aufgrund ihrer Größe durch ein kleineres 
T2A-Peptid ausgetauscht, wodurch ebenfalls die Expression mehrerer Proteine nach einem 
Promoter ermöglicht wird. Unter Verwendung des TOPO TA Cloning-Kits wurde die T2A-
Sequenz über die Restriktionsschnittstellen für XcmI und BsiWI eingefügt. Zudem wurde die 
shRNA-mir-Region über ClaI und MluI entfernt, da in diesem Fall kein Gen-Silencing 
notwendig ist. Um an dieser Stelle die Zielsequenz einfügen zu können, wurde zuerst ein 
Polylinker (MCS, multiple cloning site) mit den Schnittstellen für die Restriktionsenzyme 
EcoRI, NotI und XhoI inseriert. Im Anschluss daran wurde über einen Zwischenschritt mit dem 
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Vektor pCR2.1-TOPO (TOPO TA Cloning-Kit) eine zusätzliche IRES zwischen den 
Schnittstellen NotI und XhoI eingefügt. Schlussendlich konnten nun die Sequenzen des 
jeweiligen Antagonisten über NotI und EcoRI ergänzt werden. Ebenso wie bei den pCDH1-
MCS1-EF1-copGFP-Konstrukten wurde auch bei pTRIPZ, zusätzlich zu den genannten 
Veränderungen, der konstitutive UBC-Promoter gegen das induzierbare IL-2-Promoterelement 















Abbildung 4.3 Lentivirale Konstrukte des Trägerplasmids pTRIPZ. (A) Schematische Darstellung des 
relevanten Ausschnitts des Ursprungsvektors. (B) Umklonierung des Ursprungsvektors pTRIPZ. Dabei 
wurde die shRNA-mir entfernt und die IRES- durch eine T2A-Sequenz ersetzt. Nach Einfügen einer 
zusätzlichen MCS (schwarz hinterlegter Bereich), konnten zudem eine IRES-Sequenz sowie jeweils 
einer der Chemokinrezeptor-Antagonisten (CRA) inseriert werden. (C) Für eine induzierbare 
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4.2. Transduktion von T-Zellen mit den generierten Konstrukten 
 
4.2.1. Optimierung der Transduktion von T-Zellen 
 
Da die natürlichen Eigenschaften von T-Zellen, Antigen-spezifisch in das Entzündungsgebiet 
einzuwandern sowie sich selbst in Anzahl und Modus (Effektor- oder Gedächtniszelle) zu 
regulieren, für diese Zelltherapie ausgenutzt werden sollen, wurde ausschließlich mit T-Zellen 
gearbeitet. Insbesondere mit dem murinen Th1-Gedächtniszellklon IF12 wurde gearbeitet. Des 
Weiteren fanden zwischenzeitlich auch Untersuchungen mit primären T-Zellen aus der Milz 
statt, um einen Unterschied zwischen Zelllinie und primären Zellen möglichst ausschließen zu 
können und näher an der in vivo-Situation zu sein. Da T-Zellen, insbesondere primäre T-
Zellen, schwer zu transduzieren sind, wurden weitere Zelllinien als Kontrollen hinzugezogen. 
Hierzu zählen die Zelllinien JURKAT, EL-4 und K562, wobei es sich um murine und humane 
Krebszelllinien aus T-Zellen oder anderen Blutzellen handelt. 
Im Methoden-Abschnitt stehen die Protokolle, welche letztendlich für die Transduktion von 
primären T-Zellen und der Linie IF12 verwendet worden. Für primäre T-Zellen bestand die 
größte Schwierigkeit darin, die Konstrukte erfolgreich aufzunehmen. Doch auch für die Th1-
Zelllinie IF12 waren bereits Optimierungsmaßnahmen notwendig, um eine ausreichend hohe 
Transduktionseffizienz zu erreichen. Die Zelllinien JURKAT, EL-4 und K562 hatten unter 
gleichen Bedingungen stets eine wesentlich höhere Transduktionseffizienz. Sie wurden daher 
parallel als Kontrolllinie verwendet, um andere Fehlerquellen bei der Optimierung 
ausschließen zu können.  
Zunächst wurde vorrangig mit IF12 gearbeitet, da im Falle einer Zelllinie auch mit geringen 
Zellmengen gearbeitet und sie bei Erfolg problemlos vermehrt und weiterkultiviert werden 
kann. Zu Beginn wurden verschiedene Mengen und Verhältnisse der Vektoren zueinander, 
unterschiedliche Transfektionsmethoden für die Virus-produzierenden Zellen sowie 
Transduktionsbedingungen für die Zielzellen ausgetestet. Dabei erwies sich ein Verhältnis von 
7,5 μg : 3 μg : 10 μg zwischen Verpackungs-, Hüll- und Trägerplasmid pro Platte (Ø 10cm) am 
effektivsten. Zudem wurde die Transfektion der HEK293T-Zellen mit Polyethylenimin 
gegenüber Kalziumchlorid bevorzugt, da mit dieser Methode die Virusproduktion bei jedem 
Durchgang zuverlässiger funktionierte. Die Effizienz der Transfektion lag bei beiden Methoden 
in der Regel über 90%. Sobald die Virus-produzierenden HEK293T kein Fluoreszenz-Signal 
zeigten, wurde der Durchgang abgebrochen. Um die Konzentration der pseudoviralen Partikel 
zu erhöhen, wurde der Zellüberstand mittels Ultrazentrifugation um den Faktor 80 
einkonzentriert. Darüber hinaus wurde eine Transduktionseffizienz von bis zu 90% nur im 96-
Loch-Format mit 2x204 Zellen pro Well mit anschließender Zentrifugation bei 32-34°C und 
1500 rpm für 90 min erreicht. Wurden 24-well-Platten oder nicht-einkonzentrierter 
Viruspartikel-enthaltender Zellüberstand eingesetzt, war die Effizienz deutlich geringer. Für 
einen Teil der Versuche wurden von den transduzierten IF12 zusätzlich mittels FACS die GFP-
negativen Zellen aussortiert, um 100% GFP-positive Th1-Zellen zu erhalten. 
Für die primären Zellen war dieses Protokoll allerdings ungeeignet, da hier die 
Transduktionseffizienz unter 10% lag und zudem die Zellen kaum überlebten. Ein weiterer 
Nachteil war die geringe Zellzahl im 96-Loch-Format und das sich primäre Zellen kaum 
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vermehren und deshalb nur für eine begrenzte Zeit lang für Versuche verwendet werden 
können. Somit war es zum einen notwendig die T-Zellen für 24h mit anti-CD3/28 
gekoppelten Beads zu stimulieren, wonach die Zellen wesentlich empfänglicher und robuster 
waren. Zum anderen wurden 24-Loch-Platten mit 5x105 Zellen pro Well eingesetzt und 
Virusüberstand an zwei aufeinanderfolgenden Tagen zugegeben mit anschließender 
Zentrifugation. Mit diesem Protokoll wurde eine Effizienz von bis zu 20% erreicht, was sich 




4.2.2. Transduktion von murinen und humanen Zelllinien 
 
Aufgrund der geringeren Größe wurden fast ausschließlich die auf dem Vektor pCDH1-MCS1-
EF1-copGFP basierenden Konstrukte für die anschließenden Versuche verwendet. Zum 
Nachweis der Transduktionseffizienz wurde der Anteil GFP-positiver Zellen mittels FACS-
Analyse gemessen und im Vergleich zu nicht-transduzierten und mit Isotypen-Kontrollen 
gefärbten Zellen bestimmt. Die Auswertung und Erstellung der Graphen erfolgte mit dem 
Programm „FlowJo“. 
Nach der im vorrangegangenen Abschnitt beschriebenen Optimierung der Transduktion von 
IF12-Zellen, betrug die Effizienz der konstitutiven pCDH1-MCS1-EF1-copGFP -Konstrukte für 
den Leervektor, CXCL11(4-79) und CXCL12(P2G2) jeweils 89% sowie für vMIP-II 67% 
(Abbildung 4.4 A, durchgezogene Kurven im Vergleich zu den gepunkteten Kurven). Um für 
den Nachweis der Antagonisten bessere Voraussetzungen zu schaffen, wurden die IF12 nach 
Transduktion mit den konstitutiven Konstrukten zusätzlich, mit Hilfe von FACS, in GFP-
positive und negative Populationen unterteilt. Dadurch bestand nun die Möglichkeit mit 100% 
GFP-positiven IF12 zu arbeiten (Abbildung 4.4 A, schwarze gefüllte Kurven). In Tabelle 4.2 
sind, zusätzlich zu den bereits genannten Transduktionseffizienzen von IF12, die Werte für die 
weiteren mit den konstitutiven pCDH1-MCS1-EF1-copGFP -Konstrukten getesteten Zelllinien 
K562 und JURKAT aufgeführt. Im Vergleich zu den K562- und JURKAT-Zellen, weisen IF12-
Zellen stets eine geringere Transduktionseffizienz auf. So wurden bei der Zelllinie K562 für 
alle Konstrukte 100% GFP-positive Zellen ermittelt. Für JURKAT-Zellen lag die Effizienz mit 
75-98% etwas geringer, wobei nur das CXCL12(P2G2) enthaltende Konstrukt mit unter 90% 
etwas rausfällt. Besonders die Linie K562 zeigte schon bereits ohne Einkonzentrierung der 
Viruspartikel eine vergleichbar gute Transduktionseffizienz. 
Vergleichbare Werte wurden auch nach der Transduktion der Zelllinen mit den pCDH1-MCS1-
EF1-copGFP -Konstrukten für induzierbare Expression der Antagonisten gemessen. In 
Abbildung 4.4 B sind die Ergebnisse der FACS-Messung für die Linie IF12 graphisch 
dargestellt. Dabei sind die Kurven der transduzierten Zellen (durchgezogene Kurven) im 
Vergleich zu nicht-transduzierten Zellen (gepunktete Kurven) aufgetragen. Die Effizienz für 
den Leervektor beträgt 89%, für CXCL11(4-79) 90%, für CXCL12(P2G2) 96% und für vMIP-II 
97%. Für die beiden anderen verwendeten T-Zelllinien, EL-4 und JURKAT, betrug die 
Effizienz durchgehend mindestens 96% (Tabelle 4.3) 
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Die optimierten Transduktionsbedingungen wurden auch für das größere lentivirale 
Trägerplasmid pTRIPZ getestet. Dabei wurde auch hier der Anteil RFP-positiver Zellen mittels 
FASC-Analyse gemessen. Leider konnten für den Leervektor bei IF12 nur vereinzelte 
fluoreszierende Zellen nachgewiesen werden, welche maximal 1% der transduzierten Zellen 
betrugen. Auch bei den anderen Zelllinien war die Transduktionseffizienz, im Vergleich zu 
den pCDH1-MCS1-EF1-copGFP -Konstrukten, deutlich geringer. Bei der JURKAT-Zelllinie 
wurden 25% und bei K562 84% RFP-positive Zellen ermittelt. Daher erfolgten die Versuche 
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Abbildung 4.4 Transduktion von IF12 mit den pCDH1-MCS1-EF1-copGFP -Konstrukten für (A) 
konstitutive und (B) induzierbare CRA-Expression. (A) Analyse der Transduktionseffizienz durch FACS-
Messung des GFP-Fluoreszenz-Signals vor (nicht-gefüllte Kurve) und nach (gefüllte Kurve) Zell-
Sortierung im Vergleich zur Negativkontrolle (gepunktete Kurve). (B) FACS-Analyse des GFP-
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Tabelle 4.2 Auflistung der Transduktionseffizienz der pCDH1-Konstrukte für konstitutive CRA-
Expression bei verschiedenen Zelllinien. Die Bestimmung erfolgte mittels FACS-Messung des Anteils 
GFP-positiver Zellen 



















Tabelle 4.3 Auflistung der Transduktionseffizienz der pCDH1-Konstrukte für induzierbare CRA-
Expression bei verschiedenen Zelllinien. Die Bestimmung erfolgte mittels FACS-Messung des Anteils 
GFP-positiver Zellen. 
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Abbildung 4.5 Transduktion von JURKAT- und K562-Zellen mit dem Leervektor pTRIPZ. Analyse der 
Transduktionseffizienz mittels FACS-Messung des RFP-Fluoreszenzsignals transduzierter Zellen 




  54 
4.2.3. Transduktion von primären T-Zellen 
 
Für einen Vergleich zwischen Zelllinie und primären Zellen innerhalb der T-Zellen, wurden 
murine Milzzellen aus weiblichen C57BL/6 Mäusen isoliert. Pro Milz wurden in der Regel 
zwischen 8x106 und 12x107 Milzzellen erhalten. Im Anschluss daran wurden CD4+ T-
Helferzellen oder CD8+ zytotoxische T-Zellen (CTLs) mittels negativ-Aufreinigung gewonnen. 
Dabei betrug der Anteil CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen jeweils etwa 10% des Milzzellpools. Für 
eine bessere Aufnahme der Konstrukte wurden die T-Zellen zunächst für 24h mit anti-
CD3/28-gekoppelten Beads stimuliert und anschließend transduziert. 
Für die Transduktion der primären T-Zellen wurden die induzierbaren pCDH1-MCS1-EF1-
copGFP -Konstrukte eingesetzt. In Abbildung 4.6 ist beispielhaft die Transduktion von CTLs 
nach FACS-Messung dargestellt. Ein GFP-Signal des Leervektors als auch des Konstrukts mit 
CXCL11(4-79) konnten in 20% der Zellen nachgewiesen werden (gefüllte Kurve). Als 
Kontrolle sind hier nicht-transduzierte CTLs mit aufgetragen (gepunktete Linie). Auch für 
CD4+ T-Zellen wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt. Bei den besten der getesteten 
Bedingungen in 24-Loch-Platten überlebten in der Regel etwa 50-75% der Zellen den Stress 
während der Transduktion. Im 96-Well-Format konnte zwar eine höhere Effizienz erreicht 






Abbildung 4.6 Transduktion von primären CTLs mit den pCDH1-MCS1-EF1-copGFP -Konstrukten für 
induzierbare CRA-Expression. Analyse der Transduktionseffizienz anhand der Messung des Anteils 
GFP-positiver Zellen mittels FACS. Die mit Leervektor oder CXCL11(4-79) transduzierten Zellen 
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4.3. Nachweis der Expression und Sekretion der Chemokinrezeptor-Antagonisten 
 
4.3.1. Expression der Chemokinrezeptor-Antagonisten auf RNA-Ebene 
 
Da die Antagonisten über einen anderen Promoter (CMV-Promoter bzw. IL-2-
Promoterelement) als der Fluoreszenzmarker GFP (EF1-Promoter) reguliert werden, kann 
aufgrund des Nachweises von GFP nicht unmittelbar auf die Expression der Antagonisten 
geschlossen werden. Daher ist hier der direkte Nachweis der Produktion von CXCL11(4-79), 
CXCL12(P2G2) und vMIP-II unbedingt notwendig.  
Für den Nachweis der Transkription wurde RNA isoliert, durch reverse Transkription in cDNA 
umgeschrieben und mit Hilfe entsprechender Primer durch PCR vervielfältigt. In Abbildung 
4.7 sind die Ergebnisse der Agarose-Gele nach der PCR für sämtliche pCDH1-MCS1-EF1-
copGFP -Konstrukte dargestellt. Dazu wurden die pCDH1- und GAPDH-Primer aus Tabelle 3.2 
eingesetzt. Die Expression der konstitutiven Konstrukte ist für die Zelllinien IF12 sowie K562 
(Abbildung 4.7 A) gezeigt, für die induzierbaren Konstrukte sind IF12- und EL-4-Zellen 
(Abbildung 4.7 B) dargestellt. Die Länge von CXCL11(4-79) beträgt 312 bp, von 
CXCL12(P2G2) 288 bp und von vMIP-II 303 bp. In den Abbildungen kann man gut erkennen, 
dass, im Vergleich zum Leervektor, die Antagonist enthaltenden Proben etwa 300 bp größer 
sind. Proben von nicht-transduzierten Zellen (-) dienen als Negativ-Kontrollen, wo keine 
Banden nachgewiesen werden können. GAPDH, was ebenfalls als Kontrolle eingesetzt wurde, 
wird hingegen in allen Proben bei 500 bp detektiert. Dieses Ergebnis lässt auf eine 
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B) Induzierbare Konstrukte: 
 
 
Abbildung 4.7 Nachweis der CRA-Expression nach Transduktion verschiedener T-Zelllinien mit 
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP -Konstrukten für (A) konstitutive und (B) induzierbare CRA-Expression auf 
RNA-Ebene mittels PCR. Mit den pCDH1-Primern kann gezeigt werden, dass CRA in IF12 (A+B), K562 
(A) und EL-4 (B) transkribiert werden (ca. 500 bp), nur der Leervektor (LV) zeigt eine Negativ-Bande 
(ca. 200 bp) sowie nicht-transduzierte Zellen (-) keine Bande. Die Kontrolle GAPDH kann in allen 
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4.3.2. Expression der Chemokinrezeptor-Antagonisten auf Proteinebene 
 
pCDH1-Konstrukte für konstitutive Antagonist-Expression: 
Für den Nachweis der Expression der Antagonisten auf Proteinebene wurden WB und ELISA 
verwendet. Da für das virale Protein vMIP-II leider kein geeigneter Antikörper gefunden 
wurde, konnte die Bestätigung der RNA-Daten auf Translationsebene leider nicht erfolgen. Mit 
einer Länge von 104 AS für CXCL11(4-79), 96 AS für CXCL12(P2G2) und 101 AS für vMIP-II, 
besitzen diese Proteine eine Masse von etwa 8-9 kDa. 
CXCL11(4-79) und CXCL12(P2G2) konnten sowohl im Lysat als auch im Zellüberstand der 
transduzierten IF12-Zellen nachgewiesen werden. In den jeweils anderen Proben konnte kein 
Signal detektiert werden, was dafür spricht, dass die Signale spezifisch für die künstlich 
integrieren Muteine sind und CXCL11 bzw. CXCL12 nicht natürlich vorkommen. Als Kontrolle 
dienen die jeweiligen murinen rekombinanten Chemokine CXCL11 (10ng) und CXCL12 (1ng) 
sowie das Zytoskelett-Protein ß-Tubulin, was nur in den Lysaten detektiert werden kann 
(Abbildung 4.8). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Muteine sowohl auf Proteinebene 
exprimiert, als auch aus der Zelle in den Überstand geschleust werden können. Vergleichbare 
WB-Ergebnisse wurden auch für transduzierte K562-Zellen erhalten. 
Um die sekretierten Proteine nachweisen zu können, wurden auch ELISA-Messungen 
durchgeführt. Dafür wurden je 5x106 Zellen der Linie IF12 für 24h oder 72h in 10ml Medium 
inkubiert. Als Medium wurde Vollmedium mit 10% FCS, Medium mit 0,5% BSA anstatt FCS 
sowie Medium ohne FCS und BSA verwendet. Das Medium mit 0,5% BSA sollte mit dem 
Standardmedium für die Kultivierung von IF12-Zellen verglichen werden, da dieses für den 
noch folgenden Chemotaxis-Assay verwendet wird. Die Ergebnisse der ELISA-Messung sind in 
Abbildung 4.9 dargestellt. Zunächst ist erkennbar, dass beide Muteine mit der Zeit im 
Zellkulturüberstand angereichert werden, da die Konzentration nach 72h höher als nach 24h 
ist. Ein deutlicher Unterschied besteht allerdings in der Menge des vorhandenen Antagonisten. 
CXCL11(4-79) (Abbildung 4.9 A) wurde in einem Bereich von bis zu 5 nM gemessen, der 
Gehalt an CXCL12(P2G2) (Abbildung 4.9 B) allerdings liegt um den Faktor 100 niedriger bei 
bis zu 30 pM. Die geeignetste Bedingung für die Anreicherung von CXCL11(4-79) ist 
tendenziell das Medium ohne Zusatz, wobei aber keine signifikanten Unterschiede vorhanden 
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Abbildung 4.8 Nachweis der CRA-Expression und -Sekretion nach Transduktion von IF12 mit pCDH1-
MCS1-EF1-copGFP -Konstrukten für konstitutive CRA-Expression auf Protein-Ebene mittels Western 
Blot-Analyse. CXCL11(4-79) und CXCL12(P2G2) können im Zelllysat sowie im Zellüberstand detektiert 
werden. Je 2x107 transduzierte, 100% GFP-positive Zellen wurden für 24h in 10ml Serum-freien 
Medium für 24h inkubiert und anschließend lysiert. Der Zellüberstand wurde vor Verwendung 8-fach 
einkonzentriert. Die mit dem Leervektor (LV) transduzierten Zellen, die murinen rekombinanten (rek.) 





A)                 CXCL11-ELISA          B)               CXCL12-ELISA 
                           
 
Abbildung 4.9 Nachweis der CRA-Expression und -Sekretion nach Transduktion von IF12 mit pCDH1-
MCS1-EF1-copGFP -Konstrukten für konstitutive CRA-Expression auf Protein-Ebene mittels ELISA. 
Dabei wurden je 5x106 Zellen der Linie IF12 in 10 ml Medium (10% FCS, 0,5% BSA oder ohne Zusatz) 
für 24h oder 72h inkubiert. (A) CXCL11(4-79) und (B) CXCL12(P2G2) reichern sich an, wobei 
CXCL11(4-79) in allen Medien eine ähnliche Menge, CXCL12(P2G2) hingegen in Medium mit 0,5% 
BSA die höchste Menge aufweist. n=2  
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pCDH1-Konstrukte für induzierbare Antagonist-Expression: 
Auch für den Nachweis der Antagonist-Translation der induzierbaren Konstrukte wurden WB- 
und ELISA-Messungen herangezogen. Vor der Durchführung der Versuche mussten die T-
Zellen aktiviert werden, da die Expression an das IL-2-Promoterelement gebunden ist. Die T-
Zellaktivierung erfolgte durch Stimulierung mit PMA und Ionomycin oder mit anti-CD3 und 
anti-CD28. Innerhalb der verwendeten Chemokinrezeptor-Antagonisten wurde hier vorrangig 
mit CXCL11(4-79) gearbeitet, da dieser Antagonist bereits bei den konstitutiven Konstrukten 
die höchste Expressionsrate zeigte (Abbildung 4.9). 
Für die WB-Analyse wurden je 3x106 IF12-Zellen in 2ml Serum-freien Medium für 24h mit 
oder ohne PMA/Ionomycin-Stimulierung inkubiert. Wie in Abbildung 4.10 zu erkennen, kann 
CXCL11 in keiner der unstimulierten Proben detektiert werden. Nach erfolgter T-
Zellaktivierung durch Zugabe von PMA und Ionomycin, ist eine Bande bei CXCL11(4-79) zu 
sehen. In nicht-transduzierten sowie mit Leervektor (LV+IL-2p) oder CXCL12(P2G2) 
transduzierten Th1-Zellen ist kein CXCL11 detektierbar. Auch für EL-4-Zellen konnte die 
induzierbare Expression von CXCL11(4-79) gezeigt werden. 
Mit Hilfe von ELISA-Messungen wurde die Konzentration der Antagonisten in den 
Zellüberständen ermittelt. Dabei wurden ebenfalls zunächst je 5x105 nicht-transduzierte, mit 
Leervektor und CXCL11(4-79) transduzierte IF12-Zellen, welche für 24h mit oder ohne anti-
CD3/28 in 220µl Serum-freiem Medium inkubiert wurden, untersucht. Parallel zu CXCL11 
wurde hier auch IL-2 gemessen, um die T-Zellaktivierung zu zeigen. In Abbildung 4.11 A sind 
die Ergebnisse der ELISA-Messungen nach 24h dargestellt. IL-2 wird ausschließlich nach anti-
CD3/28-Stimulierung exprimiert und CXCL11 nur in mit CXCL11(4-79) transduzierten Zellen 
sowie ebenfalls nur nach T-Zellaktivierung. Zudem wurde die Stimulierung mit PMA und 
Ionomycin mit anti-CD3/28 verglichen. Da nach anti-CD3/28-Zugabe eine höhere 
Konzentration an CXCL11(4-79) gemessen werden konnte, wurde im weiteren Verlauf nur 
noch diese Stimulierung für die T-Zellaktivierung eingesetzt. 
In weiteren Versuchen wurde die Anreicherung im Zellüberstand nach 4-, 24-, 48- und 72-
stündiger Stimulierung mit anti-CD3/28 untersucht. Mit zunehmender Dauer steigt die 
CXCL11-Menge im Zellüberstand an, was die Anreicherung von CXCL11(4-79) bestätigt. Die 
Menge an IL-2 hingegen steigt bis 24h und stagniert dann bis zu 72h (Abbildung 4.11 B). 
Auch für CXCL12(P2G2) fanden vergleichbare ELISA-Messungen statt. CXCL12(P2G2) wird 
im Zellüberstand angereichert, wobei die Menge wiederum etwa 100-fach geringer ist im 
Vergleich zu CXCL11(4-79). 
Um die Funktionalität der induzierbaren Konstrukte auch bei primären T-Zellen zu zeigen, 
wurde der CXCL11-Gehalt des Zellüberstands von transduzierten (Leervektor und CXCL11(4-
79)) murinen CLTs aus der Milz gemessen. CXCL11 wurde nach 72h bestimmt und konnte nur 
in den Zellen detektiert werden, welche den Antagonisten enthalten (Abbildung 4.11 C). Die 
Konzentration an produziertem CXCL11(4-79) ist mit ca. 900 pg/ml in etwa vergleichbar mit 
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Abbildung 4.10 Nachweis der CXCL11(4-79)-Expression nach Transduktion von IF12 mit pCDH1-
MCS1-EF1-copGFP -Konstrukten für induzierbare CRA-Expression auf Protein-Ebene mittels Western 
Blot-Analyse. CXCL11(4-79) kann nur nach T-Zellaktivierung mit PMA/ Ionomycin-Stimulierung 
detektiert werden. Je 3x106 transduzierte Th1-Zellen wurden in 2ml Serum-freien Medium 
±PMA/Ionomycin-Stimulierung für 24h inkubiert und anschließend lysiert. Die mit Leervektor (LV), 
Leervektor mit IL-2-Promoterelement (LV + IL-2p) und CXCL12(P2G2) transduzieren Zellen dienen als 




A)  IF12: 
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B) IF12: 
CXCL11-ELISA      IL2-ELISA 
     
 
 




Abbildung 4.11 Nachweis der CRA-Expression und -Sekretion von T-Zellen nach Transduktion mit 
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP -Konstrukten für induzierbare CRA-Expression auf Protein-Ebene mittels 
ELISA. Je 5x105 Zellen wurden für 4-72h in 220µl Serum-freien Medium ±anti-CD3/28 inkubiert. (A) 
IF12-Zellen wurden für 24h ± antiCD3/28 inkubiert. Nur nach Stimulierung kann CXCL11(4-79) 
detektiert werden. (B) IF12-Zellen wurden für 4h, 24h, 48h und 72h mit antiCD3/28 inkubiert. 
CXCL11(4-79) wird mit der Zeit im Zellüberstand angereichert und kann ausschließlich in Zellen, 
welche den Antagonist exprimieren, detektiert werden. (A+B) Die Expression von IL-2 zeigt die T-
Zellaktivierung nach antiCD3/28-Stimulierung. (C) Je 5x105 primäre CD8+ T-Zellen wurden für 72h 
in 220µl Serum-freien Medium ± anti-CD3/28 inkubiert. Nur in Zellen, welche den Antagonist 
exprimieren, kann CXCL11(4-79) detektiert werden. n=2  
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4.4. Untersuchung der Effizienz der von T-Zellen produzierten Chemokinrezeptor-Agonisten 
in vitro mittels Chemotaxis-Assay 
 
4.4.1. Expression von CXCR3, CXCR4 und CXCR7 auf murinen Th1-Zellen 
 
Im Anschluss an den Nachweis der Expression und Sekretion folgt in diesem Abschnitt der 
Nachweis der Funktionalität der Antagonisten, insbesondere CXCL11(4-79). Zunächst wurde 
jedoch die Expression von CXCR3, CXCR4 und CXCR7 auf der Zelloberfläche von 
transduzierten und nicht-transduzierten IF12-Zellen unter verschiedenen Bedingungen näher 
betrachtet. Die transduzierten T-Zellen enthalten stets die konstitutiven pCDH1-MCS1-EF1-
copGFP -Konstrukte. Für die durchgeführten Versuche wurden die Zellen mit Fluoreszenz-
gekoppelten Antikörpern gefärbt und der Anteil CXCR3-, CXCR4- und CXCR7-positiver Zellen 
mit Hilfe von FACS-Messungen ermittelt. 
In Abbildung 4.12 ist der CXCR3-Gehalt von nicht-transduzierten sowie mit Leervektor, 
CXCL11(4-79) oder CXCL12(P2G2) transduzierten Zellen dargestellt. Die Gesamtheit der 
Kontrollzellen (Abbildung 4.12 A, schwarze Kurve) als auch der Leervektor- (Abbildung 4.12 
B, schwarze Kurve) und CXCL12(P2G2)- (Abbildung 4.12 D, schwarze Kurve) enthaltenden 
IF12-Zellen besitzen CXCR3 auf ihrer Zelloberfläche. Nur die mit CXCL11(4-79) 
transduzierten Zellen enthalten mit 66% einen geringeren Anteil von CXCR3-positiven Zellen 
(Abbildung 4.12 C, schwarze Kurve). Zusätzlich wurden die Zellen für 60 min mit den 
Chemokinen CXCL11 oder CXCL12 stimuliert. Im Vergleich zu den unstimulierten Zellen 
(schwarze Kurven) ist nach CXCL12-Stimulierung kein Unterschied zu erkennen (graue 
Kurven). Nach Stimulierung mit dem CXCR3-Liganden CXCL11 (gefüllte Kurven) hingegen 
besitzt ein geringerer Anteil der Zellen CXCR3 auf der Zelloberfläche. Bei nicht-transduzierten 
und CXCL12(P2G2) exprimierenden Zellen (Abbildung 4.12 A, D) enthalten noch 86-87% der 
Zellen CXCR3 auf der Zelloberfläche. Dabei ist auch die Stärke des Fluoreszenzsignals deutlich 
geringer (X-Achse), was eine generelle Verringerung der Anzahl von CXCR3-Rezeptoren auf 
allen Zellen anzeigt. Bei mit Leervektor und CXCL11(4-79) transduzierten Zellen beträgt der 
Anteil CXCR3-positiver Zellen nach CXCL11-Stimulierung nur noch 38% bzw. 52%. Auch hier 
ist eine Linksverschiebung der gesamten Kurve zu beobachten. 
Des Weiteren wurden nicht-transduzierte, mit Leervektor oder mit CXCL11(4-79) 
transduzierte IF12-Zellen vor der FACS-Färbung für 24h oder 48h mit anti-CD3/28 stimuliert. 
In Abbildung 4.13 ist zu erkennen, dass nach 24 Stunden (schwarze Kurven) annähernd 100% 
der Zellen CXCR3-positiv sind und kein Unterschied zwischen unstimulierten (gestrichelte 
Linien) und mit anti-CD3/28 stimulierten (durchgehende Linie) Zellen zu erkennen ist. Nach 
48h (graue Kurven) hingegen sind, besonders bei den stimulierten Zellen, weniger CXCR3-
positive Zellen vorhanden. Von den nicht-transduzierten Zellen enthalten nur noch 14%, von 
den mit Leervektor-transduzierten und CXCL11(4-79) exprimierenden Zellen noch 15% der 
Th1-Zellen den Rezeptor CXCR3 auf ihrer Oberfläche. Zwischen der Kontrolle (Abbildung 
4.13 A), den Leervektor- (Abbildung 4.13 B) und CXCL11(4-79)- (Abbildung 4.13 C) 
enthaltenden Zellen sind kaum Unterschiede erkennbar. 
Neben CXCR3 wurden IF12-Zellen nach Stimulierung mit anti-CD3/28 nun zusätzlich auch 
für CXCR4 und CXCR7 gefärbt. Dabei wurden ausschließlich nicht-transduzierte Zellen 
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eingesetzt, da in Abbildung 4.12 kein Einfluss der Konstrukte zu erkennen war. Wie bereits 
gezeigt, besitzen nach Stimulierung mit anti-CD3/28 weniger Zellen CXCR3 auf ihrer 
Zelloberfläche (Abbildung 4.14 A). Nach 24h sind noch 94% (schwarze Kurve) und nach 48h 
noch 78% (graue Kurve) der Zellen CXCR3-positiv. Zudem ist das Fluoreszenz-Signal 
schwächer, was zeigt, dass auch insgesamt weniger CXCR3-Rezeptoren pro Zelle auf der 
Oberfläche vorhanden sind. Abbildung 4.14 B zeigt das Ergebnis der CXCR4-Färbung. In 
unstimulierten IF12-Zellen kann CXCR4 auf der Zelloberfläche nicht detektiert werden, nach 
24h und 48h ist ein geringer Anteil von 2-3% der Zellen CXCR4-positiv. Am Kurvenverlauf ist 
zu sehen, dass sich die Kurve nach 24-stündiger Stimulierung mit anti-CD3/28 (schwarze 
Kurve) etwas nach rechts verlagert. Nach 48-stündiger Stimulierung (graue Kurve) ist der 
Kurvenverlauf mit den unstimulierten Zellen (gepunktete Kurve) vergleichbar. Das Ergebnis 
der FACS-Färbung für CXCR7 zeigt kaum Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Bedingungen (Abbildung 4.14 C). Nach 24h und 48h enthält ein geringer Anteil von etwa 7% 
der Zellen CXCR7 auf der Zelloberfläche. Der Kurvenverlauf der unstimulierten Probe gleicht 
dem der Isotypen-Kontrolle.  
Hinsichtlich der im folgenden Abschnitt vorhandenen Experimente zum Nachweis der 
biologischen Aktivität der von den T-Zellen produzierten Antagonisten wurden IF12-Zellen im 
Überstand von transduzierten Zellen inkubiert. Dies erfolgte für 4h in Zellüberstand von mit 
Leervektor- oder CXCL11(4-79)-transduzierten IF12-Zellen. Der verwendete Zellüberstand 
wurde nach 48-stündiger Inkubation von je 15x106 transduzierten Zellen in 15ml Th1-
Medium mit 0,5% BSA gesammelt und eingesetzt. In Abbildung 4.15 ist zu erkennen, dass 
nach 4-stündiger Inkubation im Überstand der Leervektor-enthaltenden Zellen noch 99% der 
Zellen CXCR3 exprimieren (schwarze Kurve). Allerdings besitzen nur noch 44% der in 
CXCL11(4-79)-Überstand inkubierten Zellen CXCR3 auf ihrer Oberfläche (graue Kurve). Auch 
die Anzahl der Rezeptoren pro Zelle ist verringert (Linksverschiebung der Kurve). 
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C)                                                          D)  
 
 
Abbildung 4.12 FACS-Färbung und -Messung von CXCR3 auf transduzierten IF12. (A) Nicht-
transduzierte sowie mit (B) Leervektor, (C) CXCL11(4-79) oder (D) CXCL12(P2G2) transduzierte Th1-
Zellen wurden mit CXCR3-APC gefärbt, entweder ohne Stimulierung (schwarze Kurven), nach 60 min 
CXCL9 (gefüllte Kurven) oder 60 min CXCL12 (graue Kurven). Die entsprechende Isotypen-Kontrolle 
ist jeweils als grau gepunktete Kurve markiert. 
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Abbildung 4.13 FACS-Färbung und -Messung von CXCR3 bei transduzierten IF12 nach T-
Zellaktivierung. (A) Nicht-transduzierte, (B) mit Leervektor oder (C) CXCL11(4-79) transduzierte Th1-
Zellen wurden mit CXCR3-APC gefärbt, entweder ohne Stimulierung (gestrichelte Linien) oder nach 
24- (schwarze Kurven) oder 48-stündiger (graue Kurven) anti-CD3/28-Stimulierung (durchgezogene 
Linien). Die entsprechende Isotypen-Kontrolle ist jeweils als grau gepunktete Kurve dargestellt. 
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A)                                                          B) 






Abbildung 4.14 FACS-Färbung und -Messung von CXCR3, CXCR4 und CXCR7 bei IF12-Zellen. Th1-
Zellen wurden mit (A) CXCR3-APC, (B) CXCR4-FITC oder (C) CXCR7-PE gefärbt, entweder ohne 
Stimulierung (gepunktete Kurven), nach 24- (schwarze Kurven) oder 48- (graue Kurven) stündiger 
anti-CD3/28-Stimulierung. Die Färbung mit der jeweiligen Isotypen-Kontrolle (gefüllte gestrichelte 
Kurve) ist ebenfalls zum Vergleich dargestellt. 
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Abbildung 4.15 FACS-Färbung und -Messung von CXCR3 bei IF12-Zellen nach Stimulierung mit 
Zellüberstand ± CRA11. Th1-Zellen wurden mit dem Zellüberstand transduzierter Zellen für 4h 
stimuliert. Nach Stimulierung mit Zellüberstand von Zellen, welche mit dem Leervektor (LV) 
transduziert wurden, besitzen 99% der Zellen CXCR3 auf der Zelloberfläche (schwarze Kurve). Enthält 
der Zellüberstand CXCL11(4-79) (graue Kurve), sind nur noch 44% der Zellen positiv für CXCR3. Als 
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4.4.2. EC50-Werte der CXCL9/10/11/12 vermittelten Th1-Zellmigration im Chemotaxis-Assay 
 
Beim Chemotaxis-Assay wird die durch ein spezifisches Chemokin induzierte Zellmigration 
untersucht. In dem verwendeten Transwell-System werden IF12-Zellen in das obere, und das 
Signalprotein in das untere Well gegeben und nach 2h die Anzahl der entlang des Gradienten 
ins untere Well migrierenden Zellen ermittelt.  
Für die für diese Arbeit interessantesten Chemokine CXCL9, CXCL10, CXCL11 und CXCL12 
wurden zunächst die EC50-Werte ermittelt. EC50 beschreibt die mittlere effektive Chemokin-
Konzentration, bei welcher 50% der maximal möglichen Zellzahl transmigriert. Die 
eingesetzten Konzentrationen reichen von 0,78 nM; 3 nM; 13 nM; 12,5 nM; 25 nM; 50 nM; 
100 nM bis 200 nM. In Abbildung 4.16 sind diese Konzentrationen logarithmisch gegen die 
Anzahl der migrierten Zellen aufgetragen. Dabei ist bei allen getesteten Chemokinen der 
typische „S“-förmige Verlauf einer Dosis-Wirkung-Kurve erkennbar. Innerhalb der einzelnen 
EC50-Werte existieren Unterschiede bis zu einen Faktor von 10. Mit 5,65 nM besitzt der 
CXCR4-Ligand CXCL12 den geringsten Wert, was bedeutet, dass von diesem Chemokin die 
geringste Konzentration für eine 50%ige Wirkung notwendig ist. Von den CXCR3-Liganden 
besitzt CXCL10 mit 8,66 nM den geringsten und CXCL11 mit 54,37 nM den höchsten Wert. 
Mit einer Konzentration von 21,8 nM liegt CXCL9 in der Mitte (Tabelle 4.4). In den folgenden 
Versuchen wurden Chemokinkonzentrationen von 5-10 nM eingesetzt. 
Zusätzlich zu den EC50-Werten sind auch die entsprechenden Determinationskoeffizienten 
(R2) angegeben. Der Determinationskoeffizient dient der Statistik und gibt die Varianz der 
untersuchten Variable an, in diesem Fall der Chemokin-Konzentration. Der Wert liegt immer 
zwischen „0“ und „1“, wobei durch „1“ ein perfekter linearer Zusammenhang angegeben wird. 
Die Determinationskoeffizienten betragen 0,84 für CXCL9; 0,85 für CXCL10 und 0,82 für 









Abbildung 4.16 Chemotaxis-Assay zur Bestimmung der EC-50 Werte der CXCL9-, CXCL10-, CXCL11- 
und CXCL12- induzierten IF12-Zellmigration. Dafür wurden je 2x105 Zellen mit Chemokin-
Konzentrationen von 0,78 nM; 3 nM; 13 nM; 12,5 nM; 25 nM; 50 nM; 100 nM und 200 nM für 2h in 
einer Transwell-Platte inkubiert und im Anschluss die Anzahl migrierter Zellen bestimmt. Die 




Tabelle 4.4 EC50-Werte und Determinationskoeffizienten der CXCL9-, CXCL10-, CXCL11- und 
CXCL12-induzierten Migration von IF12-Zellen. 
Chemokin: CXCL9 CXCL10 CXCL11 CXCL12 
 EC50-Wert [nM]: 21,80 8,66 54,37 5,65 
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4.4.3. Untersuchung der Wirkung der produzierten Chemokinrezeptor-Antagonisten auf die 
Zellmigration im Chemotaxis-Assay 
 
Um die biologische Wirksamkeit der von den T-Zellen produzierten Antagonisten zu 
untersuchen, wurden die mit den konstitutiven Konstrukten transduzierten IF12-Zellen für 24-
48h in 0,5% BSA-haltigem Medium inkubiert. Danach wurde der Zellüberstand inklusive der 
sekretierten Antagonisten in den Chemotaxis-Assay eingesetzt. 
In den ersten Versuchen wurde der Zellüberstand der transduzierten Zellen nach 24h 
gesammelt. Parallel wurden die in den Assay einzusetzenden IF12-Zellen ebenfalls für ca. 20h 
in BSA-haltigem Medium inkubiert. Anschließend wurden diese Zellen für 2h in der 
Transwell-Platte im gesammelten Zellüberstand im Brutschrank stehen gelassen (Abbildung 
4.17 A). In dieser Zeit konnten die Zellen in die unteren Wells, welche Chemokin-haltiges 
Medium enthalten, transmigrieren. Eine Übersicht über die im oberen und unteren Well 
eingesetzten Komponenten befindet sich in Abbildung 4.17 B. Die Anzahl der migrierten 
Zellen wurden ausgewertet und in Abbildung 4.17 C graphisch dargestellt. Als Chemokine 
wurden der CXCR3-Ligand CXCL9, der CXCR4-Ligand CXCL12 und für vMIP-II zusätzlich der 
CCR1/3/5-Ligand CCL5 in einer Konzentration von 5nM eingesetzt. Als Kontrollen ohne 
Antagonist wurden im oberen Well Medium (schwarze Säulen) und Zellüberstand von mit 
Leervektor-transduzierten Zellen (weiße Säulen) verwendet. Als Kontrolle im unteren Well 
dient Medium ohne Chemokin. Die verschiedenen Zellüberstände sind in unterschiedlichen 
Mustern dargestellt. Ohne die Zugabe eines Signalproteins im unteren Well ist in allen Proben 
nur eine sehr geringe Anzahl migrierter Zellen vorhanden. Dabei ist aber zu erkennen, dass 
die Inkubation mit Zellüberstand eine erhöhte Zellmigration im Vergleich zum Medium 
aufweist. Durch Einsatz der Chemokine wird die Zellmigration deutlich verstärkt. Dabei ist die 
durch CXCL12 induzierte Migration am stärksten und die durch CCL5 induzierte Migration am 
schwächsten ausgeprägt. Die CXCL9-induzierte Migration ist durch CXCL11(4-79) und vMIP-
II, die CXCL12-induzierte Migration durch sämtliche Antagonisten und die CCL5-induzierte 



















Abbildung 4.17 Chemotaxis-Assay zur Bestimmung der in vitro-Wirkung der CRA. Dafür wurden je 
2x105 IF12 mit 5 nM CXCL9 oder CXCL12 in Kombination mit CRA-enthaltenden Zellüberstand (24h) 
für 2h in einer Transwell-Platte inkubiert und im Anschluss die Anzahl migrierter Zellen bestimmt. 
(A)+(B) Schematische Darstellung des Assay-Ablaufs und der im oberen und unteren Well 






  72 
Da der gewünschte Effekt nicht deutlich zu erkennen war, wurde das Protokoll für weitere 
Versuche abgeändert. Zum einen wurde der Zellüberstand der transduzierten Zellen nun erst 
nach 48h gesammelt. Zum anderen wurden die in den Assay einzusetzenden IF12-Zellen nach 
den 20h in BSA-haltigem Medium für 4h im Zellüberstand der transduzierten Zellen inkubiert, 
bevor sie schließlich in die Transwellplatte gegeben wurden (Abbildung 4.18 A). Eine weitere 
Erneuerung ist, dass der CXCL11(4-79)-haltige Zellüberstand sowohl ins untere als auch obere 
Well gegeben wurde. Bei diesen Durchgängen wurde ausschließlich mit CXCL11(4-79) 
gearbeitet, weshalb die CXCR3-Liganden mit den geringeren EC50-Werten CXCL9, CXCL10 
und als Kontrolle der CCR2/11-Ligand CCL2 als Signalstoffe eingesetzt wurden (Abbildung 
4.18 B). Von den Chemokinen wurden Konzentrationen von 10 nM eingesetzt. In Abbildung 
4.18 C ist zu sehen, dass nur sehr geringe Effekte von CXCL11(4-79) zu erkennen sind. Bei 
CXCL10-induzierter Zellmigration ist eine leichte Reduktion zwischen in CXCL11(4-79)-
haltigen Zellüberstand (gestreifte Säulen) zu in Leervektor-Überstand (weiße Säulen) vor-
inkubierten IF12-Zellen zu erkennen. 
Um die bereits beobachteten Effekte des Antagonisten deutlicher hervorzuheben, wurden die 
transduzierten Zellen während der Inkubation in Serum-freiem Medium nun noch zusätzlich 
mit anti-CD3/28 stimuliert. Im Anschluss daran erfolgte, wie bereits zuvor, die Vorinkubation 
der IF12-Zellen im Zellüberstand der transduzierten Zellen (Abbildung 4.19 A). Auffällig an 
der Auswertung der migrierten Zellen in Abbildung 4.19 B ist zunächst die deutlich geringere 
Anzahl migrierter Zellen im Vergleich zu Abbildung 4.19 C. Dies trifft besonders auf die Zellen 
zu, welche zuvor in dem Zellüberstand der transduzierten Zellen vor-inkubiert wurden (weiße 
und gestreifte Säulen). Da innerhalb der Proben, bei welchen der Antagonist nur im unteren 
Well zugegeben wurde (schwarze Säulen) kein Migrations-hemmender Effekt von CXCL11(4-
79) zu sehen ist, wurden die restlichen Ergebnisse für eine bessere Übersicht nochmals in 
Abbildung 4.19 C dargestellt. Die CXCL10-induzierte Zellmigration konnte durch Vor-
Inkubation mit CXCL11(4-79) signifikant reduziert werden. Die CXCL9- und CCL2-abhängige 
Migration hingegen wurde zwar teilweise leicht, aber nicht signifikant, gehemmt. Ein 
repräsentativer Ausschnitt dieser Abbildung wird nochmals getrennt in Abbildung 4.19 D 
gezeigt. Hier ist die Bedeutung der Vor-Inkubation deutlich zu erkennen, weil sich hier im 
unteren Well ausschließlich Medium mit CXCL9, CXCL10 oder CCL2 befindet. Der Antagonist 
CXCL11(4-79) war nur im oberen Well mit den Zellen, welche 4h zuvor in den Zellüberstand 

















Abbildung 4.18 Chemotaxis-Assay zur Bestimmung der in vitro-Wirkung des CRA CXCL11(4-79). 
Dafür wurden IF12 zunächst in Medium (schwarz), Leervektor-Überstand (weiß) oder CRA-
enthaltenden Zellüberstand (grau gestreift) für 4h inkubiert. Der eingesetzte Zellüberstand stammt 
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von transduzierten IF12 (Leervektor (LV), CXCL11(4-79)) und wurde nach 48-stündiger 
Inkubationszeit gewonnen. Im Anschluss wurden je 2x105 IF12 mit 10 nM CXCL9, CXCL10 oder CCL2 
für 2h in einer Transwell-Platte inkubiert und im Anschluss die Anzahl migrierter Zellen bestimmt. 
(A+B) Schematische Darstellung des Assay-Ablaufs und der im oberen und unteren Well eingesetzten 
























  76 
Abbildung 4.19 Chemotaxis-Assay zur Bestimmung der in vitro-Wirkung des CRA CXCL11(4-79) nach 
zusätzlicher Stimulierung mit anti-CD3/28. Dafür wurden IF12 zunächst in Medium (schwarz), 
Leervektor-Überstand (weiß) oder CRA-enthaltenden Zellüberstand (grau gestreift) für 4h inkubiert. 
Der eingesetzte Zellüberstand stammt von transduzierten IF12 (Leervektor (LV), CXCL11(4-79)) und 
wurde nach 48-stündiger Inkubationszeit mit gleichzeitiger anti-CD3/28-Stimulierung gewonnen. Im 
Anschluss wurden je 2x105 IF12 mit 10 nM CXCL9, CXCL10 oder CCL2 für 2h in einer Transwell-Platte 
inkubiert und im Anschluss die Anzahl migrierter Zellen bestimmt. (A) Schematische Darstellung des 
Assay-Ablaufs. (B)-(D) Auswertung der Anzahl migrierter Zellen bei den verschiedenen 
Versuchsbedingungen, wobei die Ergebnisse der nur im Zellüberstand inkubierten IF12 in (C) sowie 
der nur im oberen Well stimulierten IF12 in (D) nochmals herausgehoben wurden. n=4  
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4.4.4. Die differentielle Wirkung von vMIP-II auf die durch CCL2/4/5 sowie CXCL9/10/11/12 
vermittelte Th1-Migration 
 
Um die Wirksamkeit von vMIP-II zu überprüfen, wurde zusätzlich zu den vMIP-II-
enthaltenden Zellüberständen als Kontrolle auch rekombinantes vMIP-II eingesetzt. In 
Abbildung 4.20 A ist das Ergebnis dieses Assay dargestellt. Die Zellen, welche in den 
Zellüberständen mit den produzierten Antagonisten inkubiert wurden, zeigen keine 
verringerte Zellmigration, weder bei CXCL9, CXCL12 oder CCL5 (schwarze Säulen). Das 
rekombinante Protein reduziert nur mäßig die CXCL12-induzierte Zellmigration, jedoch 
deutlich die CCL5-induzierte Migration (gemusterte Säulen). Überraschenderweise besitzt 
rekombinantes vMIP-II eine verstärkende Wirkung bei der CXCL9-induzierten Zellmigration. 
Aufgrund dieses unerwarteten Ergebnisses wurde die Wirkung von vMIP-II auch auf die von 
anderen Chemokinen induzierte Zellmigration untersucht. Getestet wurden CCL2, CCL4 und 
CCL5 sowie alle CXCR3-Liganden (CXCL9, CXCL10 und CXCL11) und CXCL12. Abbildung 
4.20 B zeigt, dass vMIP-II bei CCL2, CCL4, CCL5 als auch CXCL10 und CXCL12 die Migration 
der IF12-Zellen hemmt. Allerdings ist bei CXCL9 und CXCL11 eine deutliche Erhöhung in der 
Anzahl migrierter Zellen zu sehen. Für eine bessere Übersicht sind die Rezeptorspezifitäten 














Abbildung 4.20 Chemotaxis-Assays zur Bestimmung der in vitro-Wirkung von vMIP-II. (A) Dafür 
wurden je 2x105 IF12 mit 10nM CXCL9, CXCL12 oder CCL5 in Kombination mit 100nM 
rekombinanten (rek.) vMIP-II oder vMIP-II-enthaltenden Zellüberstand für 2h in einer Transwell-Platte 
inkubiert und im Anschluss die Anzahl migrierter Zellen bestimmt. Ansätze mit Medium und 
Zellüberstand von Zellen, welche mit dem Leervektor (LV) transduziert wurden, dienen als Kontrollen. 
(B) Es wurden je 2x105 IF12 mit 10 nM CCL2, CCL4, CCL5, CXCL9, CXCL10, CXCL11 oder CXCL12 in 
Kombination mit 100nM rekombinanten vMIP-II für 2h in einer Transwell-Platte inkubiert und im 
Anschluss die Anzahl migrierter Zellen bestimmt. n=1 
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5. Diskussion 
 
5.1. Klonierung geeigneter lentiviraler Konstrukte für die Integration der 
Chemokinrezeptor-Antagonisten in T-Zellen 
 
Da eine einfache Transfektion für die Aufnahme von Plasmiden bei T-Zellen nicht 
aussichtsreich ist, wurde für die Generierung der Chemokinrezeptor-Antagonist 
produzierenden T-Zellen auf lentivirale Transduktion zurückgegriffen. Von Vorteil ist dabei, 
neben einer höheren Effizienz, auch eine stabile Integration ins Genom aufgrund der 
pseudoviralen Partikel. In den letzten Jahren wurde gerade die lentivirale Transduktion 
wegen der Möglichkeit, sowohl sich teilende als auch nicht-teilungsfähige Zellen zu 
transduzieren und auch große Sequenzen dauerhaft stabil in Zielzellen zu integrieren, immer 
öfter in der Grundlagenforschung sowie auch bereits bei klinischen Studien eingesetzt. Dabei 
liegt der Fokus auf HIV-basierten Vektoren, welche auch in dieser Arbeit eingesetzt wurden 
(Picanco-Castro et al. 2012). 
Für die Klonierung wurden die lentiviralen Trägerplasmide pCDH1-MCS1-EF1-copGFP 
(Abbildung 3.1 A) und pTRIPZ (Abbildung 3.1 B) verwendet. Beide Plasmide enthalten 
Fluoreszenz-Marker, was eine einfache Ermittlung der Transfektions- und 
Transduktionseffizienz der Zellen sowie die Isolierung der GFP- bzw. RFP-positiven 
Zellpopulation ermöglicht. Der Vorteil von pCDH1-MCS1-EF1-copGFP liegt mit 7544 bp, im 
Vergleich zu pTRIPZ mit 13320 bp, in der wesentlich geringeren Größe. Je größer das 
Plasmid, desto schwieriger ist die Zellaufnahme und Integration ins Genom. Hingegen liefert 
pTRIPZ mit seinem Tetrazyklin-induzierbaren Promoter und reversen Tetrazyklin-
Transaktivator die Möglichkeit einer kontrollierten Wirkstoffproduktion. Nur nach externer 
Zugabe von Tetrazyklin wird der Wirkstoff, in diesem Fall ein Chemokinrezeptor-Antagonist, 
von der Zelle gebildet und kann nur bei Bedarf wirken.  
Da der Größenunterschied eine zu große Auswirkung auf die Transduktionseffizienz besitzt, 
wurde für pCDH1-MCS1-EF1-copGFP ebenfalls nach einem Mechanismus für eine 
induzierbare Expression gesucht und schließlich der CMV-Promoter gegen ein IL-2-
Promoterelement ausgetauscht (Abbildung 4.2 C). Diese Sequenz ermöglicht eine Expression 
des Antagonisten, welche an den Funktionsstatus der T-Zelle gekoppelt ist. Befindet sich die 
Zelle im Ruhezustand, wird der Wirkstoff nicht gebildet. Sobald die T-Zelle aktiviert ist, 
werden die Transkriptionsfaktoren NFAT und AP-1 gebildet, binden an entsprechende 
Bindungsstellen im IL-2-Promoterelement und aktivieren die Transkription des Antagonisten. 
Für die von T-Zellen ausgehende Abgabe eines anti-entzündlichen Wirkstoffs ist dieser 
Mechanismus optimal geeignet. Sobald die Entzündung aufflammt, werden die Antigen-
spezifischen transduzierten T-Zellen zum Entzündungsherd rekrutiert, dort aktiviert und 
beginnen zu proliferieren. Zudem konnte die Funktionalität eines solchen Promoters bereits 
erfolgreich bei aktivierten T-Zellen gezeigt werden (Jaalouk et al. 2006). Da die Verwendung 
des IL-2-Promoterelements sowohl die ortsspezifische als auch die zeitspezifische 
Verabreichung des Wirkstoffs begünstigt und zudem kein Aktivator extern hinzugegeben 
werden muss, wurde diese Sequenz auch in das Plasmid pTRIPZ als zusätzlicher 
Kontrollmechanismus eingefügt (Abbildung 4.3 C).  
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Bei den für diese Arbeit durchgeführten Versuchen wurde fast ausschließlich mit pCDH1-
MCS1-EF1-copGFP-Konstrukten gearbeitet. Ein Nachteil von pCDH1-MCS1-EF1-copGFP ist 
jedoch, dass anhand der Detektion des GFP-Signals zwar auf eine Integration des Konstrukts 
in die Zielzelle, jedoch nicht direkt auf die Expression des Antagonisten, geschlossen werden 
kann. Da diese Sequenz von einem anderen Promoter gesteuert wird, muss die Bestätigung 
der Expression des Wirkstoffs zusätzlich über andere Nachweise erfolgen. 
 
Wie bereits in der Einleitung erläutert, werden Chemokinrezeptor-Antagonisten als anti-
entzündliche Therapeutika bei der Behandlung von chronischen Entzündungen eingesetzt. Die 
hier verwendeten und in die zuvor genannten Plasmide inserierten Chemokinrezeptor-
Antagonisten sind die beiden Muteine CXCL11(4-79) und CXCL12(P2G2) sowie das virale 
Protein vMIP-II. Deren Sequenzen und Signalpeptide zur Sekretion sind in Abbildung 4.1 
dargestellt und Rezeptorspezifitäten in Tabelle 4.1 aufgelistet. Die pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-
Konstrukte für konstitutive und induzierbare Antagonist-Expression (Abbildung 4.2) sowie die 
verschiedenen pTRIPZ-Konstrukte (Abbildung 4.3) enthalten je einen dieser drei 
Chemokinrezeptor-Antagonisten. 
Da diese Antagonisten bereits bekannt sind und in vorangegangenen Studien ihre 
Wirksamkeit schon bestätigt wurde, liegt in dieser Arbeit der Fokus auf der Entwicklung einer 
Zelltherapie für eine bessere Verabreichung dieser Wirkstoffe (Rubant et al. 2006; Kohler et 
al. 2008). Dafür sollen T-Zellen, welche aufgrund ihrer Antigenspezifität gezielt ins 
Entzündungsgebiet einwandern und dort lokal die Antagonisten produzieren könnten, 
verwendet werden (Abbildung 2.1). Daraus ergeben sich folgende Schwerpunkte dieser 
Doktorarbeit: 1) die Transduktion von T-Zellen mit den genannten Konstrukten, 2) die 
Bestätigung der Expression und Sekretion der von den T-Zellen konstitutiv und nach 
Aktivierung produzierten Antagonisten sowie 3) der Nachweis der Wirksamkeit der 
exprimierten Proteine. Diese Punkte werden in den nächsten Abschnitten anhand der erzielten 
Ergebnisse erläutert und die Anwendbarkeit dieser Zelltherapie für die Behandlung 
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5.2. Etablierung der Transduktion von T-Zellen mit pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Konstrukten 
 
Lentivirale Transduktion kann für die Integration von Zielsequenzen bei einer Vielzahl von 
Zellen erfolgreich angewendet werden. Leider sind T-Zellen, insbesondere primäre T-Zellen, 
schwer zu transduzieren. So müssen primäre T-Zellen zunächst aktiviert werden, da sonst 
sowohl die reverse Transkription als auch die Integration der Zielsequenz ins Genom nicht 
erfolgen kann (Cribbs et al. 2013; Zack et al. 2013). 
Für eine erfolgreiche Transduktion der verwendeten T-Zelllinien und primären T-Zellen war 
eine umfassende Optimierung der Versuchsbedingungen notwendig, welche auf Seite 58 
erläutert sind. Dabei erwiesen sich bei der Th1-Zelllinie IF12, mit welcher vorrangig gearbeitet 
wurde, besonders das Mengenverhältnis zwischen Verpackungs-, Hüll- und Trägerplasmid 
sowie die Einkonzentrierung des Pseudoviruspartikel-enthaltenden Zellüberstands als 
entscheidende Faktoren. Infolge dieser Verbesserungen konnte eine Transduktionseffizienz 
von bis zu 97% bei den verschiedenen pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Konstrukten erzielt werden 
(Abbildung 4.4). Da es sich bei IF12 um eine aus einem Zellklon, welcher Eigenschaften einer 
entzündlichen Th1-Gedächtniszelle besitzt, generierte Zelllinie handelt, ist diese für die 
durchgeführten Versuche besser als JURKAT, EL-4 oder K562 geeignet. Diese Krebszelllinien 
sind, im Vergleich zu IF12-Zellen, allesamt besser in der Lage die Konstrukte aufnehmen 
(Tabelle 4.2 und Tabelle 4.3). Daher dienten sie als Kontrollen für eine erfolgreiche 
Transduktion und die anschließenden Nachweise zur Expression der Antagonisten. 
Für die Versuche mit primären Zellen wurden murine CD8+ oder CD4+ T-Zellen aus der Milz 
verwendet. Bei diesen Zellen war, wie bereits erwähnt, eine vorangegangene Aktivierung mit 
antiCD3/28 unerlässlich. Ohne diesen Schritt konnten nach erfolgter Transduktion keine GFP-
positiven Zellen detektiert werden. Da primäre T-Zellen nicht passagiert werden können, war 
es zudem notwendig, eine größere Anzahl von Zellen zu transduzieren, um eine ausreichende 
Menge für die nachfolgenden Experimente zu erhalten. Mit einer Transduktionseffizienz von 
bis zu 20% lag diese deutlich unter den erreichten Werten für die T-Zelllinien (Abbildung 
4.6). Dennoch erwies sich diese Effizienz für die ersten Folgeversuche zur Bestätigung der 
Expression der Antagonisten in primären T-Zellen als ausreichend. 
 
Das für pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Konstrukte optimierte Protokoll wurde auch für das 
Plasmid pTRIPZ getestet. Wie erwartet war hier die Transduktionseffizienz bei allen 
getesteten Zelllinien deutlich geringer (Abbildung 4.5), was sehr wahrscheinlich auf die 
enorme Größe des Plasmids zurückzuführen ist. Da bei IF12-Zellen die Effizienz unter 1% lag, 
wurde an dieser Stelle nicht weiter mit pTRIPZ gearbeitet, sondern für alle weiteren 
dargestellten Ergebnisse wurden die mit den pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Konstrukten 
transduzierten Zellen genutzt.  
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5.3. Nachweis der Expression und Sekretion der Chemokinrezeptor-Antagonisten von 
transduzierten T-Zellen 
 
Der Nachweis der Expression von CXCL11(4-79), CXCL12(P2G2) und vMIP-II erfolgte auf 
Transkriptions- als auch auf Translationsebene. Erstgenanntes wurde für verschiedene 
transduzierte T-Zelllinien, welche eine Transduktionseffizienz von mind. 67% besitzen 
(Tabelle 4.2 und Tabelle 4.3), durchgeführt. Zusätzlich zu den Ergebnissen der IF12-Zellen 
dienten K562-Zellen bei den konstitutiven Konstrukten und EL-4-Zellen bei den induzierbaren 
Konstrukten als Bestätigung. Die Länge der Sequenzen der verschiedenen Antagonisten liegt 
für CXCL11(4-79) bei 312 bp, für CXCL12(P2G2) bei 288 bp und für vMIP-II bei 303 bp. Da 
die detektierten Signale für den Leervektor bei einer Größe von etwa 200 bp und für die 
Antagonist-enthaltenden Konstrukte bei 500 bp liegen, kann von einer erfolgreichen 
Integration der Zielsequenzen ins Genom der T-Zellen ausgegangen werden (Abbildung 4.7). 
Dass beim Leervektor ein Signal detektiert werden kann, liegt daran, dass die Bindestellen für 
die eingesetzten Oligonukleotide außerhalb der inserierten Zielsequenzen liegen. In 
Abbildung 4.7 B sind zusätzlich auch Proben von nicht-transduzierten Zellen aufgetragen, wo 
die Bande bei 200 bp erwartungsgemäß fehlt. Da für diese Proben bei der Kontrolle GAPDH 
aber trotzdem Banden erkennbar sind, wird das Ergebnis bestätigt. 
Wichtiger als der Nachweis auf RNA-Level ist der Beleg der Expression der Antagonisten auf 
Proteinebene. Dafür wurden Western Blot und ELISA-Messungen genutzt. Im Folgenden 
werden ausschließlich die Ergebnisse von IF12-Zellen diskutiert, obwohl auch hier 
vergleichbare Ergebnisse bei den anderen Zelllinien erhalten wurden. Für beide 
Nachweismethoden wurden für die Muteine CXCL11(4-79) und CXCL12(P2G2) Antikörper für 
die murinen Proteine, welche standardmäßig verwendet werden, eingesetzt. Da in nicht-
transduzierten und mit Leervektor transduzierten Zellen weder CXCL11 noch CXCL12 
detektiert werden konnten, ist bewiesen, dass IF12-Zellen diese Chemokine normalerweise 
nicht exprimieren und es sich bei diesen Banden tatsächlich um die Muteine handelt 
(Abbildung 4.8 und Abbildung 4.10). Zudem konnten beide Antagonisten sowohl im Lysat als 
auch im Zellüberstand nachgewiesen werden, was für eine erfolgreiche Sekretion spricht 
(Abbildung 4.8). Nur wenn die Muteine auch aus der Zelle geschleust werden, ist 
gewährleistet, dass die Antagonisten ihre Zielzellen erreichen und deren Rezeptoren 
blockieren. Des Weiteren konnte für CXCL11(4-79) als auch CXCL12(P2G2) eine zeitliche 
Anreicherung des Antagonisten im Zellüberstand festgestellt werden. Dies wurde für 
verschiedene Medien und bis zu einer Dauer von 72h gezeigt (Abbildung 4.9 und Abbildung 
4.11). 
Da es leider momentan keinen guten Antikörper für das virale Protein vMIP-II gibt, konnte 
dieser Antagonist leider nicht auf Proteinebene nachgewiesen werden. Es existieren zwar 
Antikörper für dieses Protein, doch konnte hiermit lediglich rekombinantes vMIP-II mittels 
Western Blot detektiert werden. Vermutlich ist dieser Antikörper nicht sensitiv genug, um 
vMIP-II in den vorhandenen geringen Mengen der Zellen und des Zellüberstands nachweisen 
zu können. 
Sowohl bei den Ergebnissen des Western Blots als auch bei den ELISA-Messungen ist zu 
erkennen, dass CXCL11(4-79), im Vergleich zu CXCL12(P2G2), in wesentlich höherer Menge 
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von den Zellen exprimiert wird (Abbildung 4.8 und Abbildung 4.9). Dabei ist etwa ein 
Unterschied von Faktor 10 vorhanden. Dieser Unterschied existiert sowohl bei Zellen, welche 
den Antagonist konstitutiv produzieren, als auch bei Zellen mit dem IL-2-Promoterelement. 
Daher scheint ein genereller Unterschied zwischen der Expression von CXCL11(4-79) und 
CXCL12(P2G2) zu bestehen. Ob der Grund dafür bei dem Promoter oder an der 
Zellmaschinerie während der Translation liegt, ist nicht erkennbar. Womöglich werden beide 
Muteine sogar zunächst in vergleichbarer Menge produziert, aber CXCL12(P2G2) wieder 
vermehrt abgebaut. Dass ein Unterschied bei der Sekretion vorhanden ist, kann aufgrund der 
Tatsache, dass schon im Zelllysat unterschiedliche Mengen detektiert werden konnten, 
ausgeschlossen werden. Ebenso ist ein Unterschied bei der Integration in das Zellgenom 
unwahrscheinlich, da die verwendeten Zellen und Plasmide, bis auf die Sequenz des 
Antagonisten, identisch sind. 
Da CXCL11(4-79) der aussichtsreichere Kandidat zu sein schien, wurden alle Versuche stets 
mit diesem Antagonisten durchgeführt. Auf CXCL12(P2G2) und vMIP-II hingegen wurde 
aufgrund der geringen Konzentration bzw. fehlender Nachweisbarkeit teilweise verzichtet. So 
ist für die mit den induzierbaren Konstrukten transduzierten Zellen nur die Expression von 
CXCL11(4-79) gezeigt. Sowohl mit Western Blot als auch mit ELISA konnte CXCL11 
ausschließlich nach erfolgter T-Zellaktivierung mit PMA und Ionomycin oder antiCD3 und 
antiCD28 nachgewiesen werden (Abbildung 4.10 und Abbildung 4.11). Parallel wurde in den 
Zellüberständen auch der Wachstumsfaktor IL-2 im Elisa gemessen, welcher in Folge der 
NFAT und AP-1 beinhaltenden Signalkaskade gebildet und somit zuverlässig nach Aktivierung 
von T-Zellen produziert wird. Erwartungsgemäß ist IL-2 in allen transduzierten und nicht-
transduzierten Zellen nach erfolgter Stimulierung messbar, CXCL11 allerdings nur in 
transgenen Zellen mit CXCL11(4-79) im Genom (Abbildung 4.11 A, B). 
Die bisher erzielten Ergebnisse konnten auch in primären T-Zellen, welche aussagekräftiger 
für eine realistische in vivo-Situation sind, bestätigt werden. Der Antagonist CXCL11(4-79) 
konnte nur in den entsprechenden Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 4.11 C). Auch die 
produzierten Mengen an CXCL11(4-79) entsprechen denen aus vergleichbaren Versuchen mit 
IF12-Zellen (Abbildung 4.9 A, Abbildung 4.11 A, B). 
Zusammenfassend konnte sowohl die Expression als auch die Sekretion der von den 
transduzierten T-Zellen produzierten Chemokinrezeptor-Antagonisten, insbesondere des 
Muteins CXCL11(4-79), erfolgreich demonstriert werden. Obwohl die Antagonisten in 
geringen Mengen produziert werden und der Nachweis teilweise schwierig bis unmöglich war, 
sollte im nächsten Schritt zunächst ihre biologische Wirksamkeit nachgewiesen werden. Mit 
Sicherheit könnten die Konstrukte sowie das Protokoll für die Transduktion in Zukunft weiter 
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5.4. Untersuchung der Effizienz der von T-Zellen produzierten Chemokinrezeptor-Agonisten 
in vitro mittels Chemotaxis-Assay 
 
Um die Wirksamkeit der von den T-Zellen produzierten Antagonisten nachweisen zu können, 
wurden Chemotaxis-Assays durchgeführt. Diese Methode ermöglicht es, die von einem 
bestimmten Chemokin vermittelte Zellmigration zu messen und dabei die Auswirkungen des 
entsprechenden Antagonisten zu untersuchen. Es wurden verschiedene Protokolle getestet, 
wobei sowohl die Konzentration der Agonisten und Antagonisten, die Verteilung der 
Komponenten, als auch die Dauer der Stimulierung der Th1-Zellen variierte. Das Chemokin 
wurde dabei aber stets in das untere Well pipettiert und die Migration der IF12-Zellen wurde 
bei allen Versuch nach 2h gestoppt.  
Als besonders wirkungsvoll erwies sich die 4-stündige Vorinkubation der IF12-Zellen im 
Antagonist-haltigen Zellüberstand der transduzierten Zellen. So scheint es den hemmenden 
Effekt zu begünstigen, wenn die für den Assay eingesetzten Th1-Zellen zuerst mit dem 
Antagonisten und erst danach mit dem Agonisten in Kontakt treten können. Dass die 
gleichzeitige Zugabe von Agonist und Antagonist weniger wirksam ist, liegt wahrscheinlich an 
der viel geringeren Konzentration des Antagonisten. Diese 4-stündige Vorlaufzeit erhöht dabei 
vermutlich den Anteil der von dem Antagonisten blockierten Rezeptoren. Gleichzeitig wird 
durch diese Vorinkubation mit dem Antagonisten die Menge des Zielrezeptors auf der 
Zelloberfläche verringert, was für CXCL1(4-79) in Abbildung 4.15 gezeigt ist. Die Mutation 
am N-Terminus scheint die vom Chemokin üblicherweise ausgelöste Rezeptordesensitivierung 
nicht zu beeinträchtigen. In Abbildung 4.12 ist gezeigt, dass bereits nach 60 minütiger 
Stimulierung mit CXCL9 eine deutlich geringere Menge an CXCR3 auf der Zelloberfläche der 
für den Assay verwendeten IF12-Zellen detektiert wird. 
Am deutlichsten war der Effekt des Antagonisten CXCL11(4-79) zudem ausgeprägt, wenn die 
transduzierten Zellen während der 48-stündigen Antagonist-Produktion zusätzlich mit anti-
CD3/28 stimuliert wurden. Nach dieser Stimulierung wurde im anschließenden Assay 
beobachtet, dass insgesamt viel weniger Zellen vom oberen ins untere Well wandern. Die 
Aktivierung der Antagonist-produzierenden Zellen mit anti-CD3/28 scheint die Chemokin-
vermittelte Migration der im Assay eingesetzten IF12 zu desensitivieren, zudem aber 
gleichzeitig den Effekt des Antagonisten herauszuheben (Vergleich von Abbildung 4.18 und 
Abbildung 4.19). Da die für den Assay verwendeten IF12 in dem kompletten Überstand der 
transduzierten Zellen vorinkubiert und in die Platte gegeben werden, scheint sich etwas im 
Überstand zu befinden, was die Zellmigration beeinträchtigt. Es ist anzunehmen, dass nach 
antiCD3/28-Zugabe andere Substanzen in den Überstand abgegeben werden als ohne diese 
Stimulierung. Die Ursache für den deutlicher hervortretenden Effekt könnte, zumindest 
partiell, an einer Internalisierung der CXCR3-Rezeptoren der migrierenden Zellen liegen. 24h 
nach T-Zellaktivierung wurde eine Abnahme von CXCR3-positiven Th1-Zellen sowie eine 
geringere Menge an Rezeptoren pro Zelle auf der Zelloberfläche gemessen (Abbildung 4.13). 
Schon frühere Arbeiten in dieser Arbeitsgruppe und auch andere Studien zeigen bereits diesen 
Zusammenhang (Sallusto et al. 1999). Dabei wurde gezeigt, dass diese Internalisierung auch 
schon wenige Stunden nach Stimulierung erfolgt, was sich mit diesen Versuchsergebnissen 
deckt. Anhand dieses veränderten Expressionsmusters, was auch für andere 
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Chemokinrezeptoren gezeigt wurde, wird wieder deutlich, wie komplex das Zusammenspiel 
verschiedenster Rezeptoren und Komponenten nach T-Zellaktivierung und während der 
Chemokin-vermittelten Migration ist. Womöglich wird die Exposition von CXCR3 auf der 
Zelloberfläche von aktivierten T-Zellen vermindert, da sie so anders auf vorhandene 
Konzentrationen von CXCL9, CXCL10 und CXCL11 reagieren, um dadurch gezielt an ihren 
Bestimmungsort zu verbleiben. Im Gegensatz dazu ist nach 24-stündiger T-Zellaktivierung 
eine leicht erhöhte Menge an CXCR4 und CXCR7 auf der Zelloberfläche detektierbar. Bei den 
verwendeten IF12-Zellen ist ohne Stimulierung CXCR4 überhaupt nicht und CXCR7 kaum 
nachweisbar (Abbildung 4.15 B, C). Daran ist erkennbar, dass die Internalisierung von CXCR3 
nicht der einzige Grund für eine verringerte Zellmigration sein kann. Die veränderten 
Expressionsmuster von CXCR3, CXCR4 und CXCR7 24h nach der Stimulierung mit anti-
CD3/28 verdeutlichen die umfassenden Änderungen und Umstrukturierungen der T-Zelle 
nach ihrer Aktivierung. Offensichtlich sinkt die Bereitschaft der Zellen nach CXCR3-Liganden 
zu migrieren, dafür steigt sie für CXCR4- und CXCR7-Liganden. 
Auch eine verlängerte Inkubation von 24h auf 48h der transduzierten Zellen im BSA-haltigen 
Medium, um eine höhere Antagonist-Konzentration zu erhalten, erwies sich als sinnvoll. Als 
unnötig erwies sich hingegen die Zugabe des Antagonisten im unteren Well. Dabei war kein 
Unterschied im Vergleich zur Kontrolle ohne Antagonist zu erkennen. Offensichtlich unterliegt 
der Antagonist in der vorhandenen Konzentration dem Agonisten in direkter Konkurrenz. Als 
Kontrolle zu den Antagonist-enthaltenden Zellüberständen wurde stets Zellüberstand von 
Zellen, welche nur mit dem Leervektor transduziert wurden, verwendet. Da die IF12-Zellen, 
neben dem Antagonist, auch Zytokine und andere Signalstoffe produzieren, war diese 
Kontrolle unbedingt notwendig. Es war auch zu erkennen, dass der Zellüberstand, im 
Vergleich zur Mediumkontrolle, die Transmigration der IF12-Zellen insgesamt verstärkte 
(Abbildung 4.17 C). Welche Substanzen aus dem Zellüberstand dafür verantwortlich waren, 




5.4.1. Hemmung der CXCL10 vermittelten Zellmigration durch Einsatz von CXCL11(4-79) 
 
Da der Einsatz des Chemokinrezeptor-Antagonists CXCL11(4-79) aufgrund seiner 
Nachweisbarkeit und höheren Expressionsrate am vielversprechendsten zu sein schien, wurde 
dieser vorwiegend eingesetzt. CXCL11(4-79) ist, wie auch das Chemokin CXCL11, in der Lage, 
den Rezeptor CXCR3 zu binden. Da auch CXCL9 und CXCL10 diesen Rezeptor aktivieren und 
eine Rolle bei der Rekrutierung von T-Zellen ins Entzündungsgebiet spielen, wurden alle drei 
Chemokine im Chemotaxis-Assay getestet. Um die für den Assay geeignete 
Chemokinkonzentration bestimmen und die Intensität der CXCL9-, CXCL10- und CXCL11-
vermittelten T-Zellmigration miteinander vergleichen zu können, wurden zunächst die EC50-
Werte ermittelt. Da die EC50-Werte, inklusive CXCL12, zwischen 5 und 55 nM liegen, wurden 
für den Assay in der Regel Chemokinkonzentrationen von 5-10 nM eingesetzt (Abbildung 
4.16). Bei einer zu geringen Konzentration transmigrieren zu wenige Zellen in das untere 
Well, bei einer zu hohen Konzentration wird ein möglicher Effekt der Antagonisten überdeckt.  
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Ein Vergleich der EC50-Werte der verschiedenen CXCR3-Liganden miteinander zeigt, dass von 
CXCL11 die höchste Konzentration notwendig ist, um eine 50%ige Wirkung zu erhalten. Mit 
anderen Worten ist eine Konzentration von 54,37 nM notwendig, damit 50% der maximal 
möglichen Anzahl an Zellen im Versuch transmigrieren. Der EC50-Wert für CXCL9 beträgt 
21,8 nM und für CXCL10 nur 8,66 nM (Abbildung 4.16). Nach diesem Versuch lässt sich 
vermuten, dass bei einer im Assay eingesetzten Chemokinkonzentration von 10 nM der 
CXCR3-Ligand CXCL11 am einfachsten vom Antagonisten CXCL11(4-79) verdrängt werden 
müsste. Jedoch muss hier die in vivo-Wirkung von CXCL9, CXCL10 und CXCL11, insbesondere 
die Affinität zum Rezeptor, noch berücksichtigt werden. 
CXCR3 wird vorwiegend von entzündlichen Th1-Zellen exprimiert und spielt mit seinen 
Liganden eine entscheidende Rolle für deren Rekrutierung zum Entzündungsherd. Dass das 
Vorhandensein verschiedener CXCR3-Liganden dabei von Vorteil ist und CXCL9, CXCL10 und 
CXCL11 verschiedene Rollen für das „fine tuning“ einnehmen, wurde bereits in verschiedenen 
Studien untersucht (Loetscher et al. 1996; Chen et al. 2004; Colvin et al. 2004). Dabei 
wurden insbesondere bei CXCL11 Unterschiede zu den anderen beiden Chemokinen 
festgestellt. Zum einen besitzt CXCL11 die höchste Affinität zu CXCR3 und zum anderen sind 
bei der CXCL11 induzierten Aktivierung andere Rezeptordomänen und möglicherweise auch 
andere Signalwege beteiligt (Booth et al. 2004; Colvin et al. 2004). Dass CXCL11 zudem auch 
in geringerer Konzentration als CXCL9 oder CXCL10 die Internalisierung von CXCR3 auslöst, 
wird dadurch erklärt, dass CXCL11 der physiologische Aktivator von CXCR3 ist (Sauty et al. 
2001). Bestärkt wurde dies zusätzlich durch die Entdeckung der verschiedenen 
Spließvarianten von CXCR3, wobei CXCL11 der alleinige Ligand von CXCR3-alt ist 
(Korniejewska et al. 2011). Folglich scheint CXCL11 der effektivste Aktivator der CXCR3-
vermittelten Zellmigration zu sein. Obwohl also CXCL11 bei dem für diese Arbeit 
durchgeführten Versuch von allen CXCR3-Liganden den höchsten EC50-Wert aufweist, wurde 
es nicht bei den folgenden Chemotaxis-Experimenten zum Nachweis der CXCL11(4-79)-
Effizienz eingesetzt, da es die höchste Rezeptoraffinität besitzt und somit schon in geringen 
Mengen leicht den Effekt des Antagonisten überdecken könnte. Allerdings ist es sehr sinnvoll, 
dass der verwendete CXCR3-Antagonist CXCL11(4-79) auf der Sequenz von CXCL11 beruht 
und dadurch auch dessen hohe Rezeptoraffinität besitzt. 
Bei den durchgeführten Chemotaxis-Experimenten konnte für die CXCL10-induzierte Th1-
Migration eine signifikante Hemmung gezeigt und die biologische Wirksamkeit des 
Antagonisten damit bestätigt werden (Abbildung 4.19). Auch ohne die Inkubation der 
Antagonist-produzierenden Zellen in anti-CD3/28 haltigen Medium, was die allgemeine 
Zellmigration verringert, den hemmenden Effekt von CXCL11(4-79) aber verstärkt, ist 
tendenziell eine geringere Menge an Zellen transmigriert (Abbildung 4.18). Unter 
Verwendung von CXCL9 ist ebenfalls eine reduzierte Zellmigration zu erkennen, jedoch ist 
dieses Ergebnis statistisch nicht signifikant (Abbildung 4.19). Dass bei der CXCL10-
vermittelten Zellmigration die deutlichste von CXCL11(4-79) vermittelte Hemmung 
vorhanden ist, liegt vermutlich an der eingesetzten Chemokinkonzentration von 10 nM. Der 
EC50-Wert von CXCL10 liegt mit 8,66 nM der verwendeten Konzentration sehr nahe, weshalb 
bei Anwesenheit von CXCL10 mit Abstand die meisten Zellen transmigrieren (Abbildung 4.18 
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und Abbildung 4.19). In der Regel werden Wirkstoffe besonders im Bereich der mittleren 
effektiven Konzentration untersucht, da hier mögliche Effekte besonders deutlich zu erkennen 
sind. Womöglich müsste CXCL9 mit einer höheren Konzentration von etwa 20 nM eingesetzt 
werden, um hier ebenfalls einen signifikanten Effekt zu erhalten. 
Als Kontrolle wurde neben den CXCR3-Liganden auch der CCR2-Ligand CCL2 im Assay 
verwendet. Die CCL2-vermittelte Migration wird durch CXCL11(4-79) nicht gehemmt 
(Abbildung 4.19). Da die durch CCL2 induzierte Zellmigration recht gering ist, sollte hier in 
Folgeversuchen eine höhere Konzentration des Chemokins mitgetestet werden. Insgesamt 
betrachtet konnte die Wirksamkeit des von transduzierten murinen Gedächtnis-Th1-Zellen 
produzierten Chemokinrezeptor-Antagonisten CXCL11(4-79) nachgewiesen werden. Dennoch 
könnten die Bedingungen für den Chemotaxis-Assay weiter verbessert werden. Beispielsweise 
könnten eine höhere Konzentration des Antagonisten, sowie die Zugabe anderer 
Chemokinkonzentrationen oder andere Inkubationszeiten zur weiteren Optimierung 
beitragen. Außerdem könnten primäre oder humane Zellen anstatt der bisher verwendeten 
IF12-Zellen eingesetzt werden. 
 
 
5.4.2. Wirksamkeit der weiteren untersuchten Antagonisten CXCL12(P2G2) und vMIP-II 
 
Aufgrund der geringeren Expressionsrate von CXCL12(P2G2) war es wesentlicher schwieriger 
die Funktionalität dieses Muteins nachzuweisen. Auch hier wurden verschiedene Protokolle 
für den Chemotaxis-Assay getestet, wobei ein Durchgang in Abbildung 4.17 dargestellt ist. Bei 
diesem Versuch wurde die durch CXCL9, CXCL12 und CCL5 vermittelte Chemotaxis 
untersucht. Für CXCL12(P2G2) ist nur bei der CXCL12-induzierten Chemotaxis eine 
Verringerung in der Anzahl migrierter Zellen gegenüber dem Leervektor zu erkennen. Dies ist 
zwar nur ein kleiner Effekt, aber dennoch an richtiger Stelle, weshalb er tatsächlich durch die 
Wirkung des Antagonisten entstanden sein könnte. An sich ist die durch das Chemokin 
CXCL12 induzierte Zellmigration deutlich zu erkennen, da eine hohe Anzahl von IF12-Zellen 
im Assay transmigrieren. Dies kann auf einen EC50-Wert von nur 5,65 nM zurückgeführt 
werden (Abbildung 4.16). 
Da die Konzentration von CXCL12(P2G2) im Vergleich zu CXCL11(4-79) momentan bei einer 
etwa 10-fach geringeren Menge liegt, ist es für weitere Nachweise notwendig, die Menge an 
CXCL12(P2G2) im Zellüberstand der transduzierten Zellen zu erhöhen. Die beste Strategie 
wäre wohl, das CXCL12(P2G2)-enthaltende Plasmid zu verändern, um die Expressionsrate zu 
optimieren. Womöglich wäre ein anderes Trägerplasmid besser geeignet als das verwendete 
Plasmid pCDH1-MCS1-EF1-copGFP. Ein anderer Ansatzpunkt wäre, die Menge der in die 
Zielzellen inserierten Antagonist-Sequenzen zu erhöhen, entweder über eine effektivere 
Transduktion oder über eine Anreicherung stark GFP-positiver Zellen mittels FACS. Neben 
einer Verbesserung der Expressionsrate, wäre es zukünftig auch interessant CXCL12(P2G2) in 
Kombination mit CXCL11(4-79) im Chemotaxis-Experiment zu untersuchen. 
 
Noch schwieriger gestaltete sich der Nachweis des viralen Chemokinrezeptor-Antagonisten 
vMIP-II. Wie bereits erwähnt, konnte die Expression von vMIP-II aufgrund des Fehlens 
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geeigneter Antikörper nur auf RNA-Ebene gezeigt werden. Aus diesem Grund war es auch 
nicht möglich, die Menge an produziertem vMIP-II zu ermitteln. Die Nachweisgrenze von 
rekombinantem vMIP-II im Western Blot mit dem verfügbaren Antikörper lag bei etwa 100 ng. 
Dadurch kann zumindest geschlussfolgert werden, dass auch dieser Antagonist maximal in 
ähnlich geringer Menge wie die Muteine von den Zellen produziert wird.  
Trotz ungewisser Expression und Sekretion, wurde auch vMIP-II-enthaltender Zellüberstand 
im Chemotaxis-Assay eingesetzt. Aufgrund seiner multiplen antagonistischen Wirkung 
blockiert vMIP-II ebenfalls CXCR3 und CXCR4 als auch weitere Chemokinrezeptoren (Tabelle 
4.1). Dabei zeigte sich bei CXCL9- sowie CXCL12-vermittelter Migration in der Tat eine 
Reduktion in der Anzahl migrierter Zellen. Allerdings war bei der CCL5 induzierten Migration 
keine Hemmung zu erkennen (Abbildung 4.17 C). Um die Wirkung von vMIP-II besser 
einschätzen zu können, wurde in weiteren Versuchen als zusätzliche Kontrolle rekombinantes 
vMIP-II verwendet. Zellen, die mit rekombinantem vMIP-II stimuliert wurden, zeigten eine 
stark verringerte Transmigration bei CCL5-vermittelter Chemotaxis. Die CXCL12-induzierte 
Zellmigration wurde deutlich weniger gehemmt. Überraschend war das Resultat der CXCL9-
vermittelten Chemotaxis. Anstatt einer Reduktion wurde hier eine starke Erhöhung der Anzahl 
migrierter Zellen ermittelt (Abbildung 4.20 A). 
Um diese Ergebnisse besser deuten zu können, wurde, unter Einsatz des rekombinanten 
Proteins, die Wirkung von v-MIP-II auf die durch verschiedene Chemokine vermittelte 
Migration nochmals näher betrachtet. Dafür wurden die folgenden Chemokine eingesetzt: 
CCL2 (CCR2), CCL4 (CCR5), CCL5 (CCR1/3/5), CXCL9 (CXCR3), CXCL10 (CXCR3), CXCL11 
(CXCR3/7) und CXCL12 (CXCR4/7). Die antagonistische Funktion von vMIP-II wurde für die 
Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2, CCR5, CXCR3, CXCR4 und CX3CR1 in der Literatur 
beschrieben (Lindow et al. 2003; Kledal et al. 1997). Bei CCL2, CCL4, CCL5, CXCL10 und 
CXCL12 ist auch, wie erwartet, eine Hemmung der Zellmigration zu sehen. Hingegen zeigt 
sich bei CXCL9 und CXCL11 eine gegensätzliche Wirkung, indem die Anzahl migrierter Zell 
deutlich erhöht ist (Abbildung 4.20 B). Erstaunlich ist dabei vor allem, dass diese 
unterschiedlichen Effekte innerhalb der drei eingesetzten CXCR3-Liganden vorhanden sind. 
Während vMIP-II bei der CXCL10-vermittelten Chemotaxis eine Reduktion der Anzahl 
migrierter Zellen bewirkt, ist die durch CXCL9 und CXCL11 induzierte Migration verstärkt. 
Daran ist zu erkennen, wie komplex der Wirkungsmechanismus des Virus ist, welcher 
verhindert, vom Immunsystem des Wirts erkannt zu werden. Der Chemokinrezeptor-
Antagonist vMIP-II scheint so konstruiert zu sein, dass er, je nach Umfeld, über ein und 
denselben Rezeptor unterschiedliche Signalwege aktivieren kann. Möglicherweise spielen 
weitere Rezeptoren, wie beispielsweise CXCR7, oder die Konzentration des vorhandenen 
Chemokins dabei eine entscheidende Rolle. In Versuchen mit vMIP-II enthaltenden 
Zellüberstand war teilweise eine verringerte Zellmigration nach CXCL9 zu beobachten, bei 
einer hohen Konzentration an rekombinanten vMIP-II hingegen eine Verstärkung der 
Migration. Aufgrund dieser komplexen Wirkungsweise sowie der fehlenden Nachweisbarkeit, 
lag der Fokus bei der Durchführung der Chemotaxis-Assays für den Nachweis der 
Funktionalität der Antagonisten zunächst auf CXCL11(4-79).  
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5.5. Ausblick auf das Potential dieser auf Chemokinrezeptor-Antagonisten basierenden T-
Zelltherapie für chronische Entzündungen 
 
Das Konzept dieses Projekts war die Entwicklung einer Zelltherapie für die Behandlung von 
Autoimmunerkrankungen mit chronischen Entzündungen, wie Diabetes Typ-1, MS, Psoriasis 
oder rheumatoide Arthritis. Diese beruht zum einen auf der Verabreichung von 
Chemokinrezeptor-Antagonisten zur Hemmung der unnötigen T-Zellinfiltration und zum 
anderen auf der Verwendung von Gedächtnis-T-Zellen für eine spezifische und 
langanhaltende Verabreichung dieses Wirkstoffs. 
Die verwendeten Chemokinrezeptor-Antagonisten CXCL11(4-79), CXCL12(P2G2) und vMIP-II 
waren bereits beschrieben und wurden für diese Arbeit ausgewählt, weil sie genau diejenigen 
Chemokinrezeptoren hemmen, deren Signaltransduktion durch die Überexpression von 
Chemokinen in chronisch entzündeten Gebieten unnötigerweise aktiviert wird. Dabei ist der 
Einsatz einer Kombination dieser Antagonisten empfehlenswert um Kompensationen, welche 
für das Netzwerk von Chemokinen und ihren Rezeptoren charakteristisch sind, möglichst zu 
vermeiden. Insbesondere CXCR3 und CXCR4 scheinen vielversprechende Ziele zu sein. Wie 
bereits in der Einleitung beschrieben, können CXCR3-Liganden unter anderem vermehrt im 
Serum von Patienten mit Diabetes Typ-1, rheumatoider Arthritis und Multipler Sklerose 
nachgewiesen werden. Eine erhöhte Expression von CXCL12 konnte in den entzündeten 
Gebieten von Patienten mit Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, Multipler Sklerose und 
systemischem Lupus Erythematodes gemessen werden. Zudem konnte in dieser Arbeitsgruppe 
bereits in Vergangenheit eine Cross-Regulation dieser beiden Chemokinrezeptoren und ihren 
Signalwegen gezeigt werden (Giegold et al. 2013). Inwieweit auch der von CXCL11 und 
CXCL12 gemeinsame Rezeptor CXCR7 eine Rolle spielt, wird mit Sicherheit in Zukunft noch 
näher betrachtet werden. Obwohl vMIP-II sich als schwierigstes der drei verwendeten 
Antagonisten erwies, ist es sinnvoll, auch dieses in zukünftige und weiterführende 
Experimente einzubeziehen. Im Gegensatz zu den beiden Muteinen besteht hier die 
Besonderheit, mit nur einem einzigen Wirkstoff mehrere Zielrezeptoren hemmen zu können. 
Zudem konnte die Funktionalität von vMIP-II bereits in vitro als auch in vivo nachgewiesen 
werden (Rubant et al. 2006). 
Um eine systemische Verabreichung von Chemokinrezeptor-Antagonisten und die damit 
verbundenen Nebenwirkungen zu verhindern, ist der Einsatz von antigenspezifischen T-Zellen 
durchaus eine sinnvolle Alternative. Gerade die selbstregulatorischen Fähigkeit als 
Gedächtnis-Zelle im Körper zu verbleiben und bei Bedarf als Effektor-Zelle stark zu 
proliferieren, macht T-Zellen einzigartig und besonders attraktiv für Zelltherapien in diesem 
Bereich. Würden diese Wirkstoffe permanent verabreicht werden oder an falscher Stelle 
wirken, können andere notwendige Immunreaktionen behindert werden, was katastrophale 
Auswirkungen auf den Patienten haben könnte. Diese Strategie wurde bereits in anderen 
Studien erfolgreich bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen und Tumoren getestet 
(Kerkar 2013). Daher ist es auch denkbar, verschiedene Chemokinrezeptor-Antagonisten in 
körpereigene T-Zellen zu integrieren und die transgenen Zellen dem Immunsystem 
zurückzuführen. Durch die Verwendung körpereigener Zellen wird zudem sichergestellt, dass 
keine Abstoßungsreaktion abläuft. Die funktionelle Produktion und Sekretion der 
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Chemokinrezeptor-Antagonisten von T-Zellen konnte für CXCL11(4-79) und CXCL12(P2G2) 
erfolgreich, und eingeschränkt für vMIP-II in dieser Arbeit demonstriert werden.  
Der nächste Schritt wäre nun, neben den bereits erwähnten Verbesserungen für den in vitro-
Part, diesen Therapieansatz auch in vivo zu testen. Nur unter solchen realen Bedingungen 
kann die Wirksamkeit dieser Therapie hinreichend untersucht und aussagekräftige 
Rückschlüsse für einen möglichen Einsatz beim Menschen gezogen werden. Insbesondere die 
notwendige Konzentration der produzierten Antagonisten ist zurzeit noch ungewiss. 
Möglicherweise würden sich die transgenen T-Zellen lokal so stark im Entzündungsgebiet 
vermehren, dass die momentan erreichte Expressionsrate nicht oder zumindest nicht allzu 
sehr erhöht werden müsste. Denkbare Mausmodelle hierfür wären beispielsweise das DNFB 
(2,4-Dinitro-1-fluorobenzen)-induzierte Mausmodell für Kontaktdermatitis oder das RIP-
LCMV Mausmodell für Diabetes Typ-1 (Oldstone et al. 1991; McGavern et al. 2002; Schwarz 
et al. 2004; Ludwig et al. 2005). Wichtig für die Auswahl eines geeigneten Tiermodells ist, 
dass eine Überexpression der entsprechenden Chemokine die Entzündung im Zielgebiet 
vorantreibt, die Zielantigene bekannt sind und der Krankheitsverlauf gut vorhersehbar ist.  
Am Beispiel des RIP-LCMV Mausmodells für Diabetes Typ-1 werden Tiere verwendet, welche 
ein spezifisches Protein des Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMV) unter der Kontrolle 
des Ratten Insulin Promoters (RIP) exprimieren. Aufgrund des eingesetzten Promoters kann 
das virale Protein ausschließlich im Pankreas von den Insulin produzierenden Beta-Zellen 
produziert werden. Diese Mäuse besitzen keinen veränderten Phänotyp, da das virale Protein 
vom Immunsystem toleriert wird. Erst nach Infektion der Tiere mit LCMV wird diese Toleranz 
durchbrochen, was schließlich zu einer Zerstörung der Beta-Zellen durch autoaggressive 
CD8+ T-Zellen führt. Mit der Infektion der Mäuse kann der Zeitpunkt des Auftretens Diabetes 
Typ-1 ähnlicher Symptome genau definiert werden. Zudem sind der Ablauf der Infiltration 
aggressiver T-Zellen und die Zerstörung auf Zellebene sehr gut untersucht, was eine gezielte 
Untersuchung der Zelltherapie ermöglicht. CXCR3-Liganden gehören zu den Chemokinen, 
welche als erstes nach LCMV-Infektion produziert werden. Insbesondere CXCL10 ist in die 
Rekrutierung Antigen-spezifischer T-Zellen involviert (Christen und Herrath 2004). Für die 
Transduktion und Verabreichung der Antagonisten würden bei diesem Modell die 
autoaggressiven CD8+ T-Zellen verwendet werden. 
Bei dem zuvor beschriebenen Mausmodell für Diabetes Typ-1, wie auch bei anderen 
Erkrankungen, könnten die für die Therapie verwendeten T-Zellen selbst ein problematischer 
Faktor sein. Die Antigen-spezifischen T-Zellen, in deren Genom die Antagonisten inseriert 
werden, sind gleichzeitig auch die aggressiven Zellen, welche die Autoimmunreaktion 
vorantreiben. Daher könnte ihr Einsatz bei einer unzureichenden Wirkstoffproduktion die 
Gewebezerstörung verstärken, anstatt sie zu vermindern. Daher sollte die Menge an 
verabreichten transduzierten Zellen genau kalkuliert sein, um eine ausreichende 
Antagonistkonzentration zu ermöglichen, eine zusätzliche Schädigung hingegen aber zu 
vermeiden. Als mögliche Alternative zu den autoaggressiven T-Zellen wäre die Verwendung 
von T-Zellen mit einer anderen Antigenspezifität denkbar. Das Antigen müsste allerdings 
ebenfalls im Zielgebiet vorhanden sein. Hierbei läge das Problem allerdings in der fehlenden 
T-Zellaktivierung und Proliferation, weshalb eine größere Menge an T-Zellen appliziert 
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werden müsste. Zudem wäre das selbstregulatorische An- und Abschalten der 
Wirkstoffproduktion nicht gegeben. Eine weitere Alternative wäre der Gebrauch von 
regulatorischen T-Zellen als Vehikel für die Antagonisten. Von Vorteil wäre hier, dass 
regulatorische T-Zellen die Zellzerstörung nicht vorantreiben, sondern möglicherweise das 
Abklingen der Immunreaktion zusätzlich fördern. Allerdings ist hierbei fraglich, ob diese 
Zellen den Antagonist in ausreichender Menge und rechtzeitig zur gewünschten Zeit am 
richtigen Ort produzieren würden. 
Abschließend lässt sich sagen, dass auf jeden Fall Potential im Einsatz dieser durch Antigen-
spezifische T-Zellen produzierten Chemokinrezeptor-Antagonisten steckt. Von Vorteil sind vor 
allem die spezifische und langanhaltende Wirkstoffzugabe sowie der flexible Einsatz für die 
Hemmung der für die jeweilige Erkrankung relevanten Chemokinrezeptoren. Besonders die 
Untersuchung in einem geeigneten Mausmodell würde zeigen, wie aussichtsreich diese 
Zelltherapie für weiteren Gebrauch tatsächlich ist. 
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7. Abkürzungsverzeichnis 
 
Amp    Ampicilin 
AP-1     activator protein 1 
APC    Fluorochrom Allophycocyanin  
ATP    Adenosintriphosphat  
BSA    Rinderalbumin 
Ca2+    Calcium-Ionen 
cAMP    Cyclisches Adenosinmonophosphat 
CD    Differenzierungsmarker 
cDNA    Komplementäre DNA  
CFSE    Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester 
CMV    Promoter des Cytomegalovirus 
CRA    Chemokinrezeptor-Antagonist 
CT    Chemotaxis 
CTL    Cytotoxische T-Lymphozyten  
CXCL, CCL, CX3CL, XCL Chemokinrezeptor-Liganden 
CXCR, CCR, CX3CR, XCR Chemokinrezeptoren 
Cy7    Fluorochrom Cyanin7 
DAG     Diacylglycerol 
dest. H2O   destilliertes Wasser 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure  
dNTPs    Desoxyribonukleosidtriphasphate 
EAE    Experimentelle autoimmune Enzephalitis   
EC50    Mittlere effektive Konzentration 
E. coli    Escherichia coli  
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
EF1    Promoter des humanen Proteins Elongationsfaktors-1 alpha 
EL-4    Murine Thymus Lymphom Zelllinie 
ELISA    Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest 
FACS    Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung 
FCS    Fetales Kälberserum 
FITC    Fluorochrom Fluoresceinisothiocyanat 
GAG    Glykosaminoglykane 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GFP    Grün fluoreszierendes Protein 
HEK    Zelllinie aus menschlichen embryonalen Nierenzellen 
IF12    Zelllinie aus murinen Th1-Gedächtniszellen 
IFN-γ    Interferon-gamma 
IL    Interleukin  
IL2-p    Interleukin-2 Promoterelement  
IP2    Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat  
IP3    Inositoltrisphosphat 
IRES    Interne ribosomale Eintrittsstelle 
JURKAT   Leukämie-Zelllinie menschlicher T-Zellen 
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K    Kontrolle 
K562    humane myeloische Leukämie-Zelllinie 
LTR    DNA-Wiederholungssequenzen 
LV    Leervektor 
MAPK    Mitogen-activierte Proteinkinase 
MCS    Multiple Klonierungsstelle  
MHC    Haupthistokompatibilitätskomplex 
mRNA    Boten/“messenger“-RNA 
MS    Multiple Sklerose  
n    Anzahl der Durchgänge 
NFAT     nuclear factor of activated T cells 
PBS    Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PCR    Polymerase-Kettenreaktion 
PE    Fluorochrom Phycoerythrin 
PEI    Polyethylenimin  
PFA    Paraformaldehyd 
PI3K    Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PK    Proteinkinase 
PL    Phospholipase 
PMA    Phorbol-12-myristat-13-acetat 
Puro    Puromycin 
R2    Determinationskoeffizient 
RA    rheumatoide Arthritis 
Rac     GTPasen 
RFP    Rot fluoreszierendes Protein 
RNA    Ribonukleinsäure 
RT    Reverse Transkription  
rtTA3    reversen Tetrazyklin-Transaktivators 
SD    Standardabweichung  
SDS    Natriumdodecylsulfat 
shRNAmir   mikro-RNA mit Haarnadelstruktur 
TBS    Tris-gepufferte Salzlösung 
TCR    T-Zellrezeptor 
Th1-, Th2-, Th17-, Tfh- Wichtige Subtypen von T-Helferzellen 
TNF-α    Tumornekrosefaktor-alpha 
TRE     Tetrazyklin-induzierbaren Promoters  
T2A    Selbstherausschneidende Sequenz 
UBC    Promoter des humanen Proteins Ubiquitin C 
vMIP-II   Chemokin-Analog vom humanen Herpesvirus (HHV8) 
WB    Western Blot 
Zeo    Zeomycin 
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